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APLICACION DE ULTRASONIDOS Y EXTRACCION SUBCRITICA PARA LA
OBTENCION DE EXTRACTOS ACUOSOS ACTIVOS DE LA PAJA DE ARROZ

RESUMEN

La paja de arroz es un residuo agroalimentario muy abundante y su gestion resulta muy
problematica. Sin embargo, este subproducto contiene compuestos de gran interés que pueden
obtenerse para su revalorizacion en el marco de un modelo de economia circular. En el presente
trabajo se han obtenido extractos acuosos de la paja de arroz seca y molida (tamafio de particula
inferior a 0,5 mm) mediante tres procesos: a) tratamiento combinado con aplicacién de
ultrasonidos y calentamiento a reflujo, b) extraccidn a presién a 160 °C y c) extraccion a presion
a 180 °C. Cada extracto fue liofilizado y caracterizado en su contenido en fenoles mediante el
método Folin-Ciocalteu, contenido en lignina, proteinas y minerales. Asimismo, se analizé la
actividad antioxidante de los extractos a través de la capacidad de inhibicion de los radicales
ABTS y DPPH. Se determind también la actividad antibacteriana de los extractos frente a
Escherichia coli y Listeria innocua mediante el analisis de la concentracién minima inhibitoria
(MIC). La extraccién con agua subcritica fue la mas efectiva para la obtencién de compuestos
fendlicos y proporciond extractos con mayor bioactividad. La extraccion a 180 °C dio lugar a la
mayor capacidad antioxidante, préxima a la de los antioxidantes tipicos, como tocoferol o cido
ascorbico, y a una mayor capacidad antibacteriana. La formacion de compuestos de Maillard o
caramelizacion durante el proceso de extraccion podria haber contribuido a su mayor

bioactividad.

Palabras clave: paja de arroz; polifenoles; actividad antioxidante; actividad antibacteriana;

extraccion acuosa subcritica; ultrasonidos.



ULTRASOUND ASSISTED AND SUBCRITICAL WATER EXTRACTION TO
OBTAIN ACTIVE EXTRACTS FROM RICE STRAW

ABSTRACT

Rice straw is a highly available agri-food waste and its management is problematic. However,
this subproduct contains compounds of considerable interest that can be obtained for its
revalorization in order to achieve a circular economy model. In the present study, aqueous
extracts were obtained from dried and milled rice straw (particle size less than 0.5 mm) by three
treatments: a) combined treatment with ultrasound application and reflux heating, b) pressure
extraction at 160 °C and c) pressure extraction at 180 °C. Each extract was lyophilized and
characterized as to phenolic content, by the Folin-Ciocalteu method, lignin, protein and mineral
content. The antioxidant activities of the extracts were also analyzed through the capacity to
inhibit ABTS and DPPH radicals. The antibacterial activity of the extracts against Escherichia coli
and Listeria innocua was also determined through the analysis of the minimum inhibitory
concentration (MIC). Subcritical water extraction was the most effective for obtaining phenolic
compounds and provided extracts with the highest bioactivity. Extraction at 180 °C resulted in
the highest antioxidant capacity, close to that of typical antioxidants such as tocopherol or
ascorbic acid, and higher antibacterial capacity. The formation of Maillard or caramelisation

compounds during the extraction process may have contributed to its higher bioactivity.

Keywords: rice straw; polyphenols; antioxidant activity; antibacterial activity; subcritical

aqueous extraction; ultrasound.



APLICACIO D'ULTRASONS | EXTRACCIO SUBCRITICA PER A L'OBTENCIO
D'EXTRACTES AQUOSOS ACTIUS DE LA PALLA D'ARROS

RESUM

La palla d'arros és un residu agroalimentari molt abundant i la seua gestid resulta una
problematica. No obstant aix0, aquest subproducte conté compostos de gran interés que poden
obtenir-se per a la seua revaloracié amb la finalitat d'aconseguir un model d'economia circular.
En el present treball s'han obtingut extractes aquosos de la palla d'arros seca i molta (tamany
de particula inferior a 0,5 mm) mitjangant tres tractaments: a) tractament combinat amb
aplicacio d'ultrasons i escalfament a reflux, b) extraccié a pressié a 160 °C i c) extraccid a pressio
a 180 °C. Cada extracte va ser liofilitzat i caracteritzat en el seu contingut en fenols mitjangant
el metode Folin-Ciocalteu, contingut en lignina, proteines i minerals. Aixi mateix, es va analitzar
I'activitat antioxidant dels extractes a través de la capacitat d'inhibicié dels radicals ABTS i DPPH.
Es va determinar també I'activitat antibacteriana dels extractes contra Escherichia coli i Listeria
innocua mitjancant I'analisi de la concentracié minima inhibitoria (MIC). L'extraccié amb aigua
subcritica va ser la més efectiva per a l'obtencié de compostos fenolics i va proporcionar
extractes amb major bioactivitat. L'extraccié a 180 °C va donar lloc a la major capacitat
antioxidant, proxima a la dels antioxidants tipics, com tocoferol o acid ascorbic, i a una major
capacitat antibacteriana. La formacid de compostos de Maillard o caramel-litzacié durant el

procés d'extraccié podria haver contribuit a la seua major bioactivitat.

Paraules clau: palla d'arros; polifenols; activitat antioxidant; activitat antibacteriana; extraccié

aquosa subcritica; ultrasons.
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1. INTRODUCCION

1.1. Paja de arroz como residuo agroalimentario

El arroz (Oryza sativa L.) es el cultivo mas importante a nivel mundial ya que proporciona un
componente importante de la dieta de mas de la mitad de la poblaciéon (Ramos, et al., 2023).
Segun el prondstico de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO, 2021), la produccion mundial de arroz en la campana 2022/2023, se ha
incrementado hasta los 516,7 millones de toneladas (arroz elaborado). Se ha de destacar que ha
disminuido un 1,8% con respecto a la estimacién de 2021/2022, afio en el cual se alcanzd el

maximo histdrico de 526 millones de toneladas.

Asia es el principal productor y consumidor de arroz del mundo, con una produccidn total del
90% (Figura 1). Siendo los principales productores del mundo China, India, Indonesia y
Bangladesh. Estos cuatro paises concentran dos tercios de la produccién mundial (CEPAL, 2015).
Seguidamente se encuentran el continente americano y Africa. Por su parte, Europa representa

el 0,6% de la producciéon mundial total (FAOSTAT, 2021).

Alrededor de dos tercios del arroz consumido en Europa se cultiva en la Unién Europea (UE),
posicionandose Italia como el primer productor con un 50% de la produccién total. Por su parte,
Espafa se encuentra posicionada en segundo lugar, con un 28% de produccién, alrededor de

783.000 toneladas de arroz al afio, y 25% de la superficie (MAPA, 2017).
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Figura 1. Produccion mundial de arroz en cada continente (FAOSTAT, 2021).



La produccién de arroz en Espafia se encuentra mayoritariamente en la comunidad auténoma
de Andalucia (43%), seguida de Extremadura (21%), Catalufia (16%), Comunidad Valenciana

(14%) y Aragén (4%) (Figura 2) (MAPA, 2017).
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Figura 2. Distribucién de la produccidon de arroz por CCAA 2016/17(t) (MAPA, 2017).

Se estima que la produccién de arroz continuard aumentado debido al crecimiento exponencial
de la poblacién (FAO, 2017). Ademas, su demanda se ve motivada principalmente por su precio,
ya que es un cereal muy econdémico, y por su composicién nutricional, puesto que proporciona

un elevado aporte energético.

El principal aprovechamiento de este cereal son sus granos, por lo que tras el cultivo y la cosecha
del arroz se obtienen grandes cantidades de subproductos como son el salvado, la cascarilla y la
paja. Entre estos, la paja de arroz es especialmente relevante ya que es el segundo residuo
agroindustrial mas producido a nivel mundial. Por cada kilogramo de grano de arroz se generan
entre 1y 1,5 kilogramo de paja (Peanparkdee & lwamoto, 2019). Dicho de otro modo, se

producen aproximadamente de 5 a 6 toneladas de paja por hectdrea de arroz (CEPAL, 2015).

Al mismo tiempo, la paja de arroz es uno de los subproductos mas problematicos debido a que
es un residuo dificil de gestionar por su alto costo y bajo aprovechamiento. Para gestionar este
problema tradicionalmente se optaba por la quema de la paja, ya que se consideraba una
practica muy sencilla que ademads tenia efectos fitosanitarios, como la reincorporacién de
nutrientes al suelo (N, P y K) y la eliminacién de esporas de hongos, de bacterias y semillas de
malas hierbas (Sadh et al., 2017). Sin embargo, esta practica conlleva problemas importantes de

salubridad en las zonas cercanas a los cultivos, puesto que la quema de paja genera grandes



emisiones, en periodos de tiempo muy cortos, tales como diéxido de carbono (CO,), 6xido
nitroso (N,0), metano (CH4), mondxido de carbono (CO), amoniaco (NH3), dxidos de nitrégeno
(NOx), didxido de azufre (SO;), hidrocarburos no metilados (NMHC), compuestos organicos
volatiles (VOC) y particulas (Tabla 1) (Zhang et al., 2011; Jain et al., 2013). Asimismo, con la
quema de paja se produce otro residuo, las cenizas, las cuales contienen sustancias
cancerigenas. Consecuentemente, se genera una alta concentracion de estas emisiones que
puede ocasionar problemas de salud por contaminacién local (Ribo et al., 2017) y resulta en
enfermedades respiratorias como la bronquitis, el asma y las irritaciones oculares. La quema
abierta en los campos también afecta a la fauna y a la flora del entorno. Incluso se convierte en
un riesgo para la seguridad vial ya que reduce la visibilidad y aumenta el nUmero de accidentes

de tréfico (Tripathi, 2013).

Como resultado, la quema de paja ha sido restringida en muchos paises del mundo. Por su parte,
la Unién Europea propuso una reduccién progresiva de esta practica mediante la Politica
Agricola Comun (PAC) de la UE publicada en 2018, hasta erradicarla con la nueva PAC que se
aplicard a partir del 1 de enero de 2023 (European Comission, 2022). Dicha legislacion ha

obligado a los agricultores a gestionar la retirada de miles de toneladas de residuos.

Tabla 1. Emisiones de la quema de paja de arroz (Kaur et al., 2017).

Contaminante Factor emision (g / kg materia seca) Emisiones (giga gramo)
CO; 1.460 16.253

CHa 1,20 13

N2O 0,07 1

co 34,70 386

NMHC 4,0 45

NOx 3,10 35

SOz 2,0 22

Particulas totales 13,0 45

PMys 12,95 144



https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/air-pollutant

Con el fin de evitar los problemas medioambientales que suponen la quema de la paja de arroz
se ha considerado la opcidn de incorporar la paja de nuevo al campo. Esta practica se denomina
fangueo. Tras la recogida de la cosecha el suelo se somete a un laboreo a poca profundidad, que
facilita trocear la paja favoreciendo su descomposicion y al mismo tiempo, facilita la aireacion y
oxigenacion. Segun estudios previos (Kongchum, 2005), el fangueo supone una mejora en las
condiciones del suelo y la planta, ya que es una fuente de nutrientes para el suelo que lleva a un
aumento del rendimiento del arrozal. También se ha concluido que la incorporacién de la paja
de arroz generalmente resulta en un incremento en el rendimiento de grano de arroz,
especialmente si la incorporacion de paja de arroz es continua durante varias temporadas de
crecimiento (Ponnamperuma, 1984). Sin embargo, esta alternativa tampoco se considera la
opcion mas recomendable ya que genera entre 2,5 y 4,5 veces mas metano que la quema de la
paja de arroz (Abril et al., 2009). Asimismo, las emisiones totales de didxido de carbono

equivalente son un 18% superiores (ICTA, 2011).

Los investigadores del Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal (ICTA) de la Universidad
Politécnica de Valencia han realizado un estudio comparativo de las emisiones de metano que
se generan segln el método de gestidn de la paja de arroz. Los datos muestran como la peor
opcidn es el fangueo con una emision estacional de 418 kg/ha. A continuacion, se encuentra la
guema de la paja, con una emision de 239 kg/ha, y en dltimo lugar, la retirada del campo de la

paja que produce una emisién de metano de 187 kg/ha (ICTA, 2011).

En este contexto, durante los ultimos afios se ha estado investigando especialmente la retirada
de la paja de los campos de arroz con el fin de revalorizarla. Su composicién lignoceluldsica hace
gue la paja de arroz tenga gran variedad de usos potenciales, aunque hoy en dia apenas se utiliza
a nivel industrial. Se requiere la busqueda de alternativas econdémicamente rentables para los
agricultores de modo que se les involucre en este camino hacia una economia circular mediante

la obtencién de productos y procesos respetuosos con el medio ambiente.

1.2. Valorizacidn de la paja de arroz

La paja de arroz posee muchas posibilidades en cuanto a su revalorizacidn, por lo que hoy en dia
hay diferentes opciones para lograr su aprovechamiento. Sin embargo, pese a los multiples usos
potenciales de este subproducto, pocas industrias son capaces de aprovecharlo. Las razones se

concentran en la viabilidad econdmica. Para que esta practica sea econédmicamente viable se



debe compensar el coste de la retirada de la paja, de modo que se obtengan beneficios mayores

a los obtenidos de su incorporacién a los campos o su quema.

Entre las posibilidades para la revalorizacidn estdn su uso para la generacion de energia,
pldsticos para las industrias de embalaje, como sustitutos en las fibras de hormigon, fabricacion
de tejidos, usos con fines alimentarios y farmacéuticos e incluso en procesos biotecnolégicos. La
generacion de diversos productos de alto valor fortaleceria la economia del sector disminuyendo
a su vez el impacto ambiental. A continuacion, se comentan diferentes estudios llevados a cabo

con el propdsito de darle un nuevo valor a este subproducto de la agricultura.

En el contexto del cambio climatico y la busqueda de fuentes alternativas de energias renovables
las biorrefinerias, permiten aprovechar la biomasa (que puede ser materia prima procedente de
origen agricola, ganadero, forestal, etc.) para transformarla en un amplio espectro de productos
finales como la bioenergia, biocombustibles, biofertilizantes, piensos, ingredientes alimentarios
etc. (Barroso, 2010). Los procesos llevados a cabo en las biorrefinerias son similares a los de las
refinerias tradicionales, pero utilizando biomasa como materia prima. Para obtener un
rendimiento adecuado esta debe ser sometida a transformaciones bioldgicas, quimicas, fisicas
y termoquimicas que permitan maximizar su valor. La clave para optimizar el rendimiento
consiste en la obtencién de productos de alto valor como compuestos quimicos de interés
comercial y productos de menor valor, pero obtenidos en cantidades relevantes, como los
biocombustibles. Los biocombustibles de segunda generacidon utilizan biomasa para su
produccidon, cumpliendo con los requisitos establecidos en las normas ASTM D6751y EN 14214
(Milano, et al., 2018). Dentro de este grupo se encuentra la produccién de bioetanol a partir de
los residuos agroindustriales de la paja de arroz, que resulta prometedora por ser un residuo
vegetal no comestible y, por tanto, no compite con la produccién de alimentos, y tiene una gran
disponibilidad, al ser uno de los residuos lignoceluldsicos mas abundante en el mundo. Posee un
un alto contenido de celulosa y hemicelulosa que podrian hidrolizarse enzimaticamente en
azucares fermentables para la produccion de bioetanol (Sticklen, 2008). Sin embargo, posee un
alto contenido en lignina y cenizas, que dificulta la obtencién de azlcares, por lo que se esta
trabajando para desarrollar un método eficiente para disminuir estos compuestos (Abedinifar
et al., 2009). Pese a ello, se considera que la paja de arroz es una opcién prometedora para la

creacion de bioetanol (Binod et al., 2010).

Otro uso alternativo de la paja de arroz es su aplicacion como acolchado en los suelos agricolas.
Los acolchados consisten en residuos vegetales formados naturalmente (Turney & Menge,

1994), o de material sintético (Robinson, 1988), aplicados al suelo. Estos acolchados mejoran la



productividad del cultivo en fruticultura y horticultura con lo que se obtienen beneficios directos
e indirectos, como la disminucidon de malas hierbas y el control de insectos perjudiciales,
evitando el uso de plaguicidas (Visconti et al., 2021) y mejorando la calidad de los suelos con el
aumento del contenido de materia orgdnica y la mejora de la microporosidad que, a su vez,
aumenta la capacidad de filtracidn y retencidn del agua de lluvia en el suelo (Mulumba & Lal,

2008; Jordan et al., 2010).

En esta linea, también se pueden preservar los suelos mediante el uso de paja de arroz como
compost (FAQ, 2015), lo cual aumenta la capacidad de retencidon de humedad de los suelos, evita
su erosion y aporta nutrientes y microrganismos beneficiosos para el ciclo bioldgico (Valencia
Huancas, 2018). Ademas, debido a su alto contenido en silicio, la paja de arroz tiene propiedades
muy interesantes por los multiples beneficios de este compuesto en agricultura (Quero, 2008),
favoreciendo la accién de otros elementos como fésforo (P), potasio (K) y zinc (Zn), a la vez
reduce la incidencia y severidad de enfermedades y plagas en los cultivos (Furcal & Herrera,
2013). El proyecto denominado LIFE BIOCOMPOST (European Comission, 2004) del
Ayuntamiento de Valencia concluyd que el compost paja-lodos de depuradora posee un
contenido de materia organica, nitrégeno, fésforo y potasio muy interesante, pero habria que
eliminar los metales pesados para su uso como fertilizante organico (Abril et al., 2009). También
se ha compostado la paja de arroz con restos vegetales obtenidos en Mercavalencia ofreciendo

resultados prometedores para obtener un compost de calidad (Blay et al., 2018).

Otros estudios pretenden la optimizacién del proceso de separacién de compuestos de interés
de la paja de arroz, como sus compuestos de naturaleza fendlica con actividad antioxidante,
antimicrobiana o beneficiosa para la salud que podrian tener aplicaciones en la industria
alimentaria, farmacéutica o cosmética (Freitas et al., 2022a), asi como la fraccién celulésica
(Freitas et al., 2023a). Aproximadamente 180 mil millones de toneladas de celulosa son
producidas al ano en todo el mundo por las plantas. La celulosa representa alrededor del 15-
30% de las paredes primarias de las plantas y hasta el 40% de las secundarias, donde se presenta
en forma de microfibrillas. Este polisacdrido es por tanto el mas abundante en la naturaleza y,
debido a su alta disponibilidad, su biocompatibilidad, biodegradabilidad y su firmeza, es
considerado por la industria un biopolimero de origen renovable muy prometedor (Sticklen,
2008). Los materiales basados en celulosa y sus derivados se pueden utilizar en productos
sostenibles para usos médicos, farmacéuticos, aditivos alimentarios, envases (Bangar et al.,

2023), papel (Mousavi et al., 2013) o materiales de aislamiento térmico (Panyakaew & Fotios,



2011), entre otros. Sin embargo, cabe mencionar algunas desventajas de su obtencién, como

son los elevados costes y bajos margenes de beneficios.

La extraccion de fracciones celuldsicas como las fibras de celulosa (FC), la celulosa microfibrilada
(CMF), la celulosa nanofibrilada (CNF) y los nanocristales de celulosa (CNC), provenientes de
residuos y subproductos de origen agroalimentario, como la paja de arroz, han sido objeto de
estudio durante los ultimos afios (Freitas et al., 2022b). El proceso de aislamiento de la fraccidn
celuldsica consiste en la eliminacion de componentes no celuldsicos y/o regiones amorfas de las
fracciones celuldsicas. Estos componentes incluyen hemicelulosa, lignina, ceras, proteinas,
azucares y cenizas (Boonterm et al., 2016). Para ello, se han propuesto diversas estrategias y

métodos para purificar las fibras naturales, tanto con fines industriales como de investigacion.

El método mads cominmente utilizado se centra en tratar la biomasa con una solucién alcalina
de hidroxido de sodio. Este tratamiento quimico provoca problemas medioambientales por la
contaminacién de los disolventes alcalinos, asi como por la gran cantidad de agua requerida para
limpiar las fibras tras el proceso de extracciéon (Boonterm et al., 2016). Por ello, se deben
considerar otros tratamientos mas respetuosos con el medio ambiente, para lo que se han
estudiado otros procesos como la combinacién de ultrasonidos y calentamiento a reflujo, y/o la

extraccion con agua subcritica (Freitas et al., 2022a).

Los desechos agroindustriales, como la paja de arroz, son una fuente de compuestos activos que
pueden tener multiples aplicaciones, con un coste relativamente bajo. La fraccién de lignina y
hemicelulosa de la matriz vegetal posee gran cantidad de compuestos fendlicos, los cuales
confieren caracter bioactivo a estos extractos. Algunos de los compuestos son el acido p-
hidroxibenzoico y sus derivados, asi como los acidos hidroxicinamicos y sus derivados (Farhoosh
et al., 2016). Asimismo, se encuentran presentes en altas concentraciones otros compuestos
fendlicos como son los taninos, los flavonoides y estilbenos. Todos estos compuestos poseen

gran poder antioxidante y accién antibacteriana.

En cuanto a los métodos de extraccidn de estos compuestos bioactivos, se pueden utilizar tanto
técnicas convencionales como no convencionales. Entre los métodos convencionales se
encuentran la extraccion sdlido-liquido con solventes orgdnicos, con Soxhlet o la extraccién
liguido-liquido tras la maceracién acuosa (Alara et al., 2021). Este tipo de técnicas pueden
requerir una gran cantidad de energia y tiempo, con limitaciones en el rendimiento de la
extraccidén, asi como la gestidn de solventes tdxicos. En este sentido, se han propuesto métodos

alternativos mas ecoldgicos y libres de solventes téxicos. Estos se basan en técnicas de



extraccion como la extraccion acuosa asistida por microondas o por ultrasonidos, la extraccion
en agua subcritica, la extraccion supercritica o la extraccion a alta presion hidrostatica, entre
otras (Alara et al., 2021; Freitas et al., 2022a; Torres-Valenzuela et al., 2020). Cabe destacar que
la eficiencia de extraccién de componentes activos depende del tipo de materia prima, el tipo

de disolvente, el método de extraccidn y las condiciones del proceso.

Dada la gran demanda por parte de los consumidores de productos saludables, libres de
sustancias nocivas y el uso de procesos responsables con el medioambiente, los extractos
naturales activos obtenidos con procesos sostenibles tienen gran interés para diversas
aplicaciones en la industria alimentaria, farmacéutica o cosmética. Estos extractos activos
obtenidos a partir de residuos agroindustriales pueden también ser incorporados en el
desarrollo de envases biodegradables activos, constituyendo una opcidn muy interesante para
prologar y mejorar la calidad y seguridad de los alimentos envasados. Como ejemplo, cabe
mencionar el estudio de Freitas et al. (2022a, 2023a) donde se obtuvieron peliculas bioactivas
de PLA gracias a la incorporacidn de extracto acuoso rico en compuestos fendlicos de paja de
arroz. Se aplic6 un método de extraccidn acuosa, combinando ultrasonidos y extraccién a
reflujo. Los resultados obtenidos son muy prometedores ya que mostraron alta capacidad
antioxidante. Esta opcién de gestion de la paja de arroz impulsa la economia circular, la correcta
gestidon de los residuos agroindustriales y la disminucién de la contaminacién del medio

ambiente.

La extraccidn con aplicacién de ultrasonidos se fundamenta en la cavitacidn acustica mediante
sondas ultrasodnicas, cuya frecuencia oscila entre 20 y 1000 kHz. Estas promueven la formacion
de burbujas de aire o vapor de agua (zonas de rarificacién) y un aumento de la presién (zonas
de compresidn) en el disolvente, lo cual conlleva la explosidn de las burbujas de aire o vapor de
agua, provocando efectos mecdnicos en las matrices celulares (Cheung & Wu, 2013; Luque-

Garcia & Luque de Castro, 2003).

La aplicacién de ultrasonidos puede utilizarse combinada con calentamiento a reflujo. Esto
facilita la accesibilidad del disolvente a mas regiones de la matriz celular, lo que promueve una
mayor liberacién de los compuestos fendlicos de la matriz vegetal. Por ende, el extracto
obtenido posee mayor capacidad antioxidante y antimicrobiana. Se ha demostrado que el
método combinado es mas rapido que el método tradicional de extraccion a reflujo (Freitas et
al., 2022b). Se incrementa la velocidad de extraccidn al potenciar penetracion del solvente en

los en los canales y los poros generados por la cavitacién ultrasénica (sonocapilaridad) (Machado



et al, 2019). Consecuentemente, los extractos obtenidos tienen una mayor actividad

antioxidante y antimicrobiana (Ismail et al., 2019).

Otro método limpio para potenciar la extraccién de compuestos activos es la extraccién con
agua subcritica, también conocida como extraccidn con agua caliente presurizada. Esta es una
técnica innovadora y sostenible que utiliza agua liquida en condiciones subcriticas, es decir, con
una temperatura superior al punto de ebullicién y con presién superior a la atmosférica, por
debajo del punto critico (374 °C, 218 atm) (Castro-Puyana et al., 2013). Esta técnica presenta
una serie de ventajas importantes sobre las técnicas de extraccion tradicionales: es mas rapida,
generalmente produce mayores rendimientos y sin el uso de disolventes toxicos. En estas
condiciones de procesado subcritico se consigue una mejor transferencia de masa, con una
mayor solubilizacién de compuestos, debido a los cambios en las propiedades del agua en
condiciones subcritica: disminucién de la constante dieléctrica, tensidn superficial, densidad y
viscosidad, en funcion de la temperatura, lo que aumenta su capacidad de penetracion en la
matriz sélida y de solubilizacion de compuestos menos polares (Ong et al., 2006; Plaza et al.,
2010), lo que le confiere un gran potencial en la extraccion de componentes no celulésicos de
residuos lignoceluldsicos. A su vez, la extraccion en agua subcritica a diferente
temperatura/presion dard lugar a extractos con diferentes perfiles de composicidén y

bioactividad.

En definitiva, la extraccidn acuosa de la paja de arroz mediante aplicacién de ultrasonidos o
condiciones subcriticas constituye una técnica limpia con alto potencial para la obtencién de
extractos activos de la paja de arroz, contribuyendo a la valorizacién del residuo, ya que ambas
pueden promover la liberacion de compuestos fendlicos de la matriz, dando lugar a extractos
de alta riqueza fendlica con aplicaciones potenciales en las industria alimentaria, farmacéutica
o cosmética. Ademas, al no utilizar disolventes organicos, no posee un impacto negativo en el
medio ambiente, contribuyendo al mismo tiempo a la economia circular. En este contexto de
desarrollo sostenible y circularidad, se contribuye a los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS)
especialmente al ODS 12 “Produccidn y consumo responsables”, al ODS 13 “Accidn por el clima”,

al ODS 14 “Vida submarina” y al ODS 15 “Vida de ecosistemas terrestres”.



2. OBIJETIVO

El objetivo general de este trabajo consistié en la obtencidn y caracterizacién de extractos
acuosos de la paja de arroz mediante diferentes métodos: la combinacién de ultrasonidos y
calentamiento a reflujo (100 °C), y la extraccion subcritica a 160 °C y 180 °C. Los extractos se han
caracterizado en su composicion, contenido fenélico y capacidad antioxidante y antimicrobiana,
a fin de comparar los tres procesos y determinar su efectividad en la produccién de extractos

bioactivos para distintas aplicaciones.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materia prima

La paja de arroz (Oryza sativa L var. J. Sendra) ha sido obtenida de los campos de arroz de la
Albufera de Valencia y suministrada por el Banco de Paja (Valencia, Espaiia). Para la obtencion
de las muestras se secé la paja de arroz a 50 * 2 °C a vacio (0,5 mmbar) durante 16 horas. A
continuacion, se procedid a la molienda mediante un molino (IKA, modelo M20, IKA Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Alemania) en 3 ciclos de 90 segundos cada uno. Finalmente, se
procedio a la tamizacion del polvo para obtener particulas de un tamafio menor a 0,5 mm y se

almacend en un desecador a 20 + 2 °C hasta su posterior uso.

El reactivo de Folin-Ciocalteu, el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), la sal de diamonio 2,2'-
Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (> 98 % de pureza), el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) (> 97 % de pureza), el etanol (98 % de pureza) y el
metanol (> 99,9 % de pureza) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Saint Louis, Misuri, EE. UU.). El
acido sulfurico (98 %), el carbonato de sodio (Na,COs), el nitrato de magnesio (Mg(NOs),) y el
pentdxido de di-fésforo (P,0s) fueron suministrados por Panreac Quimica S.L.U (Castellar del

Vallés, Barcelona, Espafia).

Para las pruebas microbioldgicas, el agua de peptona tamponada, caldo de soja tripticasaina
(TSB) y agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS) se adquirieron de Labkem (Barcelona, Espafia). El agar
bilis rojo violeta (VRB) fue suministrado por Scharlab S.L. (Sentmenat, Barcelona, Espafia). Las
cepas de Listeria innocua (CECT 910) y Escherichia coli (CECT 101) se adquirieron de la Coleccion

Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, Universidad de Valencia, Valencia, Espafia).

3.2. Obtencion de extractos acuosos

En cuanto a los extractos acuosos, se obtuvieron tres tipos en funcidn de la técnica de extraccion:
tratamiento combinado de ultrasonidos y calentamiento por reflujo (USHT) previamente
optimizado (Freitas et al., 2022b), y extraccidén con agua subcritica (SWE) a 160 °C (SWE-160) y
180 °C (SWE-180) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de los procesos de extraccion con fotos de los extractos (Freitas et al.,

2022a).

Para el proceso USHT, se prepard una suspensidn acuosa de particulas de paja de arroz al 5%
(p/p) en agua destilada y se sonicé durante 30 minutos. Para ello se utiliz6 una sonda
homogeneizadora ultrasdnica de alta intensidad (Vibra CellTM VCX750, Sonics & Material, Inc.,
Newtown, CT, EE. UU.), la cual funcionaba a una frecuencia de 20 kHz, 750 W de potencia y 40%
de amplitud de sonicacién, en modo continuo, manteniendo la temperatura a unos 25 °C. Para
mantener la temperatura se utilizé un bafo de hielo, para evitar el calentamiento de la muestra.
A continuacidn, la suspension acuosa de paja de arroz se calenté a reflujo (100 °C) durante 1

hora.

Para los procesos SWE, las particulas de paja de arroz se dispersaron en agua destilada en una
proporcién 1:10 (p/v). A continuacién, se sometieron a extraccién en un reactor de presion
(modelo 1-T-A-P-CE, 5 L de capacidad, Amar Equipaments PVT. LTD, Mumbai, India). La
extraccién se realizd con agitacion a 150 rpm, durante 30 minutos una vez alcanzada la
temperatura de trabajo, en dos condiciones de presidn - temperatura: A) 160 °C, 7 bares, y B)

180 °C, 11 bares (Figura 4).
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Figura 4. Perfiles de temperatura-Presion durante el proceso de extraccion con agua subcritica a

160y 180 °C.

Tras cada una de las tres extracciones mencionadas, la dispersion de paja de arroz se filtrd
(Filterlab) para obtener los extractos liquidos. A continuacién, estos se liofilizaron (Telstar,
modelo LyoQuest-55) a -60 °C, 0,8 mbar durante 72 horas. Los extractos liofilizados se
almacenaron en un frasco oscuro a 0 % de humedad relativa con P;0s, y a 4 + 2 °C hasta su uso

posterior.

Los extractos secos se caracterizaron en su contenido en proteinas, lignina, cenizas y fenoles
totales. Se caracterizaron también los analisis termogravimétrico y espectral (UV-Vis), capacidad

antioxidante (DPPH, ABTS) y capacidad antimicrobiana (L. innocua y E. coli).

3.3. Caracterizacion de extractos acuosos

3.3.1. Rendimiento de la extraccion

El rendimiento de cada extraccidn se determiné por secado de una alicuota del extracto a 70
2 °C a vacio durante 6 horas, hasta peso constante. A partir del contenido en sélidos y agua del
extracto, se determind la masa total de sélidos extraidos por unidad de masa de paja seca,
considerando la cantidad de agua utilizada en la extracciéon. Las determinaciones se realizaron

por triplicado para cada extracto.
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3.3.2. Contenido en lignina

Para la determinacién del contenido de lignina Klason de los extractos se siguié la metodologia
NREL (NREL/TP-510-42.618) (Sluiter et al., 2008). Las muestras de extracto seco se hidrolizaron
con acido sulfurico en dos etapas y se determiné el contenido de lignina Klason del residuo
insoluble, restando el contenido en cenizas determinado en el mismo residuo por calcinado en
mufla. Para ello, se pesaron 300 mg muestra en un tubo de presidn (90 mL) y se afadieron 3 mL
de H,S04 (72%), manteniendo en bafio de agua a 30 °C durante 1 hora. Después se afiadieron 84
mL agua destilada vy, tras agitacion, las muestras se colocaron en autoclave a 121 °C durante 1
hora. Posteriormente, las muestras se filtraron en un crisol de filtracién y el residuo se lavé con
agua destilada. El filtrado se utiliz6 para determinar la lignina soluble; el residuo se secé en
estufa a 105 °C hasta peso constante para determinar la masa del residuo insoluble en acido,
tras su pesada, las muestras se llevaron a la mufla a 500 °C durante 24 h para determinar cenizas

gravimétricamente, cuyo peso se resté para cuantificar la lignina del residuo insoluble en acido.

3.3.3. Contenido en proteinas

Se empled el método de Kjeldhal (Barbano et al., 1990) para determinar el contenido de
proteinas totales en los extractos. Para ello, muestras de 700 g fueron colocadas en tubos de
digestion y se afiadieron 2 g de catalizador (relacién K;SO4:CuSO4:Se de 10:1:0,1), 10 mL de H,SO4
concentrado y 5 mL de H,0; (110 voliumenes). Los tubos de digestion se colocaron en un digestor
de muestras (Bloc Digest 6, P Selecta) a 420 °C durante 30 minutos, hasta que las muestras
adquirieron una coloracion verde. Posteriormente, se aifladieron 50 mL de agua y los tubos se
trasladaron a una unidad de destilacion de vapor (UDK 127, Velp Scientifica) con NaOH (10 N)

durante 4 minutos sobre un matraz Erlenmeyer con 50 mL de acido bérico (4 %).

A continuacion, se llevd a cabo la valoracién del hidroxido de amonio recogido utilizando una
solucion de H,S04 (0,1 N) hasta llegar al punto de equivalencia, el cual se caracterizd por viraje
del indicador (fenolftaleina). Finalmente, se calculd el contenido total de proteinas expresado
en porcentaje, teniendo en cuenta un factor de conversion de 6,25 (para arroz integral). Todas

las mediciones se realizaron por duplicado.
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3.3.4. Contenido en cenizas

El contenido total en cenizas de los extractos se determind a partir de analisis

termogravimétricos (TGA 1 Stare System, Mettler-Toledo, Suiza), descritos a continuacién.

3.3.5. Contenido fendlico (TPC)

El contenido total de fenoles (TPC) se determind por triplicado para cada extracto, utilizando el
método de Folin-Ciocalteu modificado, segun lo descrito por Menzel et al. (2020). Se mezclaron
primero 0,5 mL de extracto de concentracidn conocida y 6 mL de agua destilada en un tubo de
vidrio y, a continuacidn, se afadieron 0,5 mL de reactivo Folin (2N). Después de un minuto, se
afiadieron 1,5 mL de solucién de carbonato sédico (20%, p/v); la mezcla se llené hasta 10 mL con
agua destilada y se incubdé durante 2 hora a temperatura ambiente en la oscuridad. La
absorbancia se midié espectrofotométricamente a 725 nm utilizando un espectrofotémetro UV-
Vis (Evolution 201, Thermo Scientific). Se utilizé una solucidn de acido galico como patrdn para
la calibracidn y el contenido fendlico total se expresé como mg de equivalentes de acido galico

(GAE) /100 g de extracto seco. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

3.3.6. Analisis termogravimétrico (TGA)

Se utilizé un analizador termogravimétrico (TGA 1 Stare System, Mettler-Toledo, Suiza) para
estudiar la estabilidad térmica de los extractos activos y su contenido en cenizas. Las muestras
se pesaron en crisoles de alimina (3-5 mg) y se sometieron a un proceso de calentamiento desde
25 °C hasta 700 °C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, bajo flujo de nitrégeno (10
mL/min). Se analizaron las curvas termogravimétricas y sus derivadas para determinar la
temperatura inicial (Ton) y la temperatura a la maxima velocidad de degradacién térmica (T,), asi
como la masa residual correspondiente a cada evento térmico. Del residuo masico final se
determind el contenido en cenizas del extracto. Todas las mediciones se realizaron por

duplicado.
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3.3.7. Analisis espectral (UV-Vis)

Para el andlisis espectral se utilizé un espectrofotémetro UV-Visible (Evolution 201, Thermo
Scientific) y se determinaron los espectros de absorciéon UV-Vis de las soluciones acuosas de los
extractos a una concentracién de 0,1 mg/mL en un rango de longitudes de onda de 200 a 900.

El andlisis se llevé a cabo por triplicado.

3.3.8. Capacidad antioxidante (DPPH, ABTS)

La actividad antioxidante de los extractos se determiné mediante la capacidad de inhibicién de

los radicales ABTS y DPPH.

El ensayo ABTS se llevd a cabo segln lo descrito por (Re et al., 1999). Para preparar el catidon
radical ABTS (ABTS:+), se disolvieron ABTS y K,5,0s en agua destilada hasta una concentracion
final de 7 mM y 2,45 mM, respectivamente. Estas soluciones se mezclaron y se mantuvieron
durante 16 horas en la oscuridad a 4 °C. Se mezclaron diferentes volimenes de extractos diluidos
en agua destilada con la solucion de ABTS-+ (diluida hasta que la absorbancia a 734 nm fuera
igual 2 0,7 £ 0,2) y se midié la reduccion de la absorbancia a 734 nm. Cada extracto se analizé
por duplicado. La curva estandar se prepard utilizando diferentes concentraciones de Trolox y
los resultados se expresaron como capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC), en

umol Trolox/mg de extracto.

También se utilizé el método del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (Brand-Williams et al.,
1995), con algunas modificaciones, segun lo descrito por Freitas et al. (2022b). Cada extracto se
mezclé con la solucién metandlica de DPPH (Abs515nm = 0,7 £ 0,2) a diferentes concentraciones
hasta un volumen final de 4 mL. Se utilizé una curva de calibracidon para determinar la
concentracion inicial de DPPH en el medio de reacciéon. La actividad antioxidante de los
diferentes extractos se determiné como el valor ECso, que es la concentracidon necesaria para
reducir la concentracion de DPPH en un 50 % cuando la reaccién es estable. El tiempo necesario

para alcanzar la estabilidad de la reaccion fue de 12 horas en todos los casos.

Para obtener los valores ECso, se obtuvieron los graficos %[DPPH] remanente frente a mg de

extracto sélido/mg de DPPH, donde:

[DPPH]t

% [DPPH] remanente = ([DPHH]t=0

) x 100
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[DPPH]: es el valor de la concentracion de DDPH cuando la reaccidn es estable, y [DPPH]i=0 es la

concentracion inicial de DPPH.

3.3.9. Capacidad antimicrobiana (L. innocua y E. coli)

Se analizd la concentracidn minima inhibitoria (MIC) de los extractos para una bacteria
grampositiva (Lysteria innocua) y una gramnegativa (Escherichia coli) con el fin de evaluar el
potencial efecto antibacteriano de los extractos, tal y como describen (Requena et al., 2019a),
utilizando una placa de microtitulacidn estéril desechable de 96 pocillos (volumen de pocillo de
200 pL). Se obtuvieron soluciones madre de cada extracto y diferentes diluciones, comprendidas
entre 20y 200 mg.mL-1 (con intervalos de 10 mg.mL-1) con el medio de cultivo TSB. Se colocaron
alicuotas (100 pL) de cada dilucién del extracto en los pocillos correspondientes. Los pocillos se
inocularon con 100 pL de dispersion bacteriana de 105 UFC.mL-1y se incubaron a 37 °C durante
24 h. Los recuentos bacterianos en los pocillos se determinaron inoculando 100 uL del contenido
de cada pocillo en medio de agar de soja triptico, durante 24 h a 37 °C. El valor MIC de cada
extracto se considerd como la concentracidn mas baja de los extractos en la que el recuento

bacteriano en la placa fue cero. Cada extracto se analizé por duplicado.

3.3.10. Analisis estadistico

Se aplicaron andlisis de varianza (ANOVA) y el test HSD (Diferencia honestamente significativa)
de Tukey, considerando la diferencia minima significativa (a) del 5 %, para determinar si existian
diferencias significativas entre los extractos. El andlisis estadistico se llevd a cabo utilizando el

programa estadistico Minitab (versién 17).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Composicion de los extractos

La tabla 2 presenta los valores obtenidos para el rendimiento de los extractos (sélidos extraidos
por unidad de masa de paja seca) y su composicion en lignina, proteinas, cenizas y contenido
fendlico total, expresado por 100 g de extracto (TPCi), y la cantidad correspondiente extraida de
la paja (TPC,, eng /100 g de paja), en cada proceso de extraccion. El rendimiento de la extraccion
varid segun el método de extraccion utilizado, siendo la eficiencia del método SWE mucho
mayor, sin diferencias estadisticamente significativas entre SWE-160 y SWE-180. La SWE tiene
mayor capacidad extractiva debido a las propiedades especificas del agua en condiciones
subcriticas, con menor constante dieléctrica, tensidn superficial y viscosidad, que la convierten
en muy buen solvente para compuestos orgdnicos que no serian solubles en condiciones
normales (Ong et al., 2006; Plaza et al., 2010). A mayor temperatura se potencia usualmente el
poder solvente del agua, en funcidn del sustrato extraible. Algunos autores reportan alta
solubilizacién de la hemicelulosa de la matriz entre 160 y 180 °C mientras que esta puede
hidrolizarse en mayor proporcién a alta temperatura por el caracter acido del agua en estas

condiciones (Castro-Puyana et al.,2013).

Tabla 2. Rendimiento de la extraccion y contenidos en lignina, proteinas, cenizas y fenoles de

los diferentes extractos.

USHT SWE-160 SWE-180
Rendimiento (g extracto/100 g paja) 13.95+0.13° 23.1+0.32 23.4+1.12
Lignina Klason (g/100 g extracto seco) 17.0+0.7° 22.9+0.72 23.3+0.12
Proteinas (g BSA/100 g extracto seco) 12.2 +£2.22 10.2+0.1° 9.1+0.1°
Cenizas (g/100 g extracto seco) 20.6 +0.6° 9.8+0.5° 9.1+1.7°
TPC; (g GAE/100 g extracto seco) 3.71 £ 0.04¢ 5.10 + 0.20° 8.30 + 0.30°

TPC; (g GAE/100 g paja)

0,441 + 0,005¢

1,179 £ 0,040°

1,931 + 0,080°
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El método de extraccién también influyd en el contenido en lignina de los extractos, siendo de
nuevo mas eficiente el método SWE, sin diferencias estadisticamente significativas entre SWE-
160 y SWE-180. Por tanto, el método USHT elimindé una menor proporcion de la fracciéon de

lignina de la matriz vegetal.

Con relacion al contenido en proteinas, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el método USHT y el SWE-160. Sin embargo, se observa que el método SWE-
180 no resultd tan eficaz para la extraccion proteica. Esto se puede atribuir principalmente a la
desnaturalizacion de las proteinas inducida por el calor que decrece su solubilidad, tal como

apuntan otros autores (Basak & Annapure, 2022).

El extracto de paja de arroz obtenido por USHT mostré un alto contenido de cenizas de
aproximadamente el 20% en peso, cuya composicion es atribuible principalmente a silice que
estd altamente presente en la paja de arroz (Chen et al.,, 2011). Por contra, los extractos
procedentes del método SWE tuvieron mucho menor contenido en cenizas (aproximadamente
la mitad) lo que indica una menor capacidad extractiva de la SWE respecto a la silice. La
solubilizacién de la silice depende en gran medida de la temperatura y el pH, favoreciéndose a
altas temperaturas y pH superiores a 9,0 (Le et al., 2015). Al pH bajo de la SWE, la silice no se
extrae bien, mientras los extractos USHT presentan un contenido en cenizas mayor
probablemente debido al mayor pHy al efecto mecdanico de la sonicacién. De hecho, esta técnica
se ha propuesto como un método eficaz en la desilificacién de biomasa para evitar los problemas
operativos que presentan las particulas de silice en las biorrefinerias (Le et al., 2015; Yunus et
al., 2010). De las diferentes formas de silice identificadas en la paja de arroz (grupos silanediol
[(OH),.Si(0Si)2], grupos silanol [(OH).Si(OSi)s] y estructuras tetraédricas de silicio-oxigeno
[Si(OSi)a]), las formas amorfas silanediol y silanol representan aproximadamente el 70% vy

pueden disolverse parcialmente en medios acuosos (Mochidzuki et al., 2001).

En cuanto al contenido fendlico de los extractos, cuantificado por el método Folin-Ciocalteu,
presentd valores diferentes en cada uno de los extractos. El método SWE fue mas eficaz que el
proceso USHT en la extraccion fendlica. Asi mismo, se observan diferencias estadisticamente
significativas entre los extractos SWE-160 y SWE-180, con valores de contenido fendlico
superiores para la mayor temperatura de extraccién. Estos valores son especialmente
importantes ya que este tipo de compuestos tienen gran influencia en la capacidad antioxidante
y bioactiva de los extractos. Ademds de potenciar la extraccién de compuestos fendlicos, la
mayor temperatura de extraccién podria favorecer la ocurrencia y la intensidad de las

reacciones de Maillard y de caramelizacion (Wang et al.,, 2009; Wu & Yen, 2005), cuyos
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compuestos pueden influir en la bioactividad final de los extractos, dado su caracter
antioxidante y antimicrobiano (Moreno et al.,, 2017). Es de destacar que, aunque no se
analizaron especificamente, la mayoria de los compuestos no analizados corresponderian a
carbohidratos con diferente peso molecular resultantes de la extraccién parcial e hidrélisis de la
hemicelulosa de la matriz vegetal, los cuales son altamente susceptibles de experimentar

reacciones de Maillard y caramelizacién.

La diferente proporcidn en contenido fendlico se refleja también en los espectros UV de los
extractos (Figura 5) cuya absorbancia en la regidon UV (maximo de absorcién de los fendlicos) es
mucho mayor para el extracto SWE-180 que para el SWE-160 y USHT. Por tanto, el método SWE
a 180 °C produce extractos con contenido fendlico casi dos veces el de los otros métodos,

extrayendo de la matriz vegetal del orden de 2 g de GAE por 100 g de paja seca.

1.0

—— USHT
—— SWE-160
—— SWE-180

0.8 1

0.6 1

Absorbancia

0.2 1

0.0 T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900

Longitud de onda (nm)

Figura 5. Espectros UV-Vis de los diferentes extractos diluidos en agua con concentracion de 66

mg/L.

4.2. Analisis termogravimétrico (TGA)

El comportamiento térmico de las muestras se evalué mediante analisis termogravimétrico
(TGA). Tanto la curva TGA como la derivada (DTGA) de las diferentes muestras se dan en la figura
6. En todos los casos, se observan tres eventos significativos de pérdida de masa o degradacion

térmica que se reflejan en la pérdida rapida de peso y el correspondiente pico en la curva
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derivada, que refleja la temperatura de mdaxima velocidad de degradacion en cada caso. El
primero se da en el rango de temperatura de 30 a 140 °C y esta asociado con la pérdida de
moléculas de agua ligada a los compuestos polares del extracto (Theng et al., 2017; Wu et al.,

2013).

En materiales lighoceluldsicos, como la paja de arroz, las fracciones de hemicelulosa, celulosa y
lignina exhibieron patrones tipicos de degradacién térmica en rangos de temperatura de 150-
350 °C, 275-350 °C y 250-500 °C, respectivamente (Collazo-Bigliardi et al., 2018a, Collazo-
Bigliardi et al., 2018b; Mansaray & Ghaly, 1998), pero otros estudios dan un rango de
temperaturas mas amplio para la degradacion de la lignina (160-900 °C) con alta masa residual
(Yang, et al., 2007). Por tanto, el segundo evento térmico observado entre 150 y 375 °C puede
atribuirse mayoritariamente a la degradaciéon de compuestos de menor peso molecular, como
azucares y oligdmeros de la hemicelulosa extraida. Este evento ocurre con la maxima velocidad
a menor temperatura para el extracto SWE-180, lo que sugiere una mayor proporcion de
azucares y oligdmeros de bajo peso molecular en este extracto. Los extractos SWE-160 y USHT
parecen presentar un mayor contenido en hemicelulosas no hidrolizadas cuya degradacién

ocurriria en este intervalo de temperaturas (150-375 °C) con el pico a mayor temperatura.

El tercer evento térmico ocurre entre 400 y 700 °C y puede atribuirse mayoritariamente a la
degradacion de la lignina. Estos polimeros fendlicos exhiben un amplio rango de degradacion
térmica que comienza alrededor de los 220 °C y contintda por encima de los 400 °C (Monteiro et
al., 2012). Por tanto, aunque parte de la lignina puede haber degradado en la segunda etapa por
debajo de los 400 °C, la tercera etapa podria corresponder a la degradacién térmica de la lignina
residual y los productos de la fragmentacién de su estructura organica (Requena et al., 2019;
Theng et al., 2017). Este pico, también se ha encontrado en la fraccidn celuldsica de la paja de
arroz (El-Sakhawy & Hassan, 2007; Freitas et al., 2023b) después del blanqueado, lo que indica
gue los métodos utilizados son incapaces de eliminar completamente la lignina presente en la
estructura interna de la matriz celuldsica. El Gltimo pico de degradacién a temperaturas mayores
de 600 °C se atribuye a la degradacién térmica de la lignina y sus productos de la fragmentacion

(Theng et al., 2017).

Por tanto, el diferente comportamiento térmico de los extractos revela sus diferencias
composicionales, asi como un mayor grado de hidrdlisis del extracto SWE-180 por su menor
estabilidad térmica (menor temperatura del primer pico de degradacién). A su vez, el residuo

masico obtenido a las temperaturas mas altas se relaciona con el contenido en cenizas de los
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diferentes extractos que, tal como se ha comentado fue menor en los extractos SWE que en el

USHT.
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Figura 6. Andlisis termogravimétrico de los diferentes extractos: curvas de pérdida de peso (a)

frente a la temperatura y su correspondiente curva derivada (b).

4.3. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de los extractos se evalud a través de la capacidad para inactivar los
radicales libres DPPH y ABTS. La tabla 3 presenta los valores de ECso (cantidad de extracto por

unidad de masa de DPPH necesario para inactivar el 50 % del radical), obtenidos segun se
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muestra en la Figura 7, asi como los valores de TEAC (equivalentes de TROLOX) para inactivar el
ABTS. Ambos pardmetros reflejan una mayor capacidad antirradical libre de los extractos SWE,
especialmente el obtenido a 180 °C que presenta el menor valor de ECso y el mayor valor de
TEAC, en coherencia con su mayor contenido fendlico. El contenido fendlico total (TPC) de los
extractos se correlaciond linealmente con su capacidad de inhibicién del radical ABTS (r = 0,996),
pero se observé una menor correlacién entre los valores ECsoy el TPC (r =-0,827) y los extractos
de SWE mostraron una tendencia diferente al USHT. Esto sugiere que los compuestos fendlicos
activos de los extractos SWE en el ensayo DPPH, no tienen el mismo perfil de composicién que
los del extracto USHT y presentan una capacidad de inhibicidn del radical DPPH diferente. En
este sentido, otros compuestos antioxidantes neo-formados a través de las reacciones de
Maillard y caramelizacién a las temperaturas mas altas de la SWE también podrian contribuir a
la capacidad antirradical, tal y como han descrito otros autores (Plaza et al., 2010). Estos autores
estudiaron la formacién de nuevos antioxidantes derivados de las reacciones de Maillard
durante la SWE en sistemas de modelo en funcidn de la temperatura, demostrando que el
alcance de las reacciones de pardeamiento no enzimdtico era mayor cuando aumentaba la
temperatura. Por lo tanto, los extractos SWE-180 podrian contener una mayor proporcion de
este tipo de compuestos, contribuyendo a su capacidad antioxidante. Otros autores también
han propuesto la formacion de antioxidantes durante las reacciones de Maillard vy

caramelizacion (Atrooz, 2008; Cammerer & Kroh, 2006; Mesa et al., 2008).

Tabla 3. Capacidad antioxidante de los diferentes extractos evaluada a través de la capacidad
para inhibir el radical DPPH (ECso: cantidad de extracto con relacidon a la de DPPH necesaria
para reducir la concentracion del radical al 50 %) y el radical ABTS (TEAC: expresada como

equivalentes de TROLOX).

USHT SWE-160 SWE-180
ECso (Mg extracto seco. mg! DPPH) 6.3+0.3° 2.0+0.1° 1.2+0.1°
TEAC (umol Trolox.mg ! extracto seco) 0.59 + 0.02¢ 0.67 £ 0.01° 0.94 + 0.022

23



A efectos comparativos, los valores ECso de compuestos antioxidantes potentes, como el acido
ascoérbico o el a-tocoferol, son de 0,12 y 0,26 mg/mg DPPH, respectivamente (Brand-Williams et
al., 1995), lo que indica que los extractos de SWE, y especialmente el SWE180, mostraron una

elevada capacidad de eliminacion de radicales DPPH, cercana a la de los antioxidantes potentes.

100 g
90 i‘ ‘ I e =
80 {4* * I
A e
2701 4% #USHT
g 60 - A @ SWE-160
3 o ASVE-180
Rl I S A i,
o | T Y | P
g |5 . | o
a~ LY . | " 4
30 + B ‘®
A I
204 &8/ L I
gl | |
10 - Bg' : : ECSO{SWE 160) : ECSU{USHT]
04—t . L] : :
0 2 4 6 8 10

mg extracto seco/mg DPPH

Figura 7. Determinacion de los valores de ECs, de los diferentes extractos frente al radical

DPPH.

4.4. Capacidad antimicrobiana

La capacidad antimicrobiana de los extractos se estudié a través de su capacidad para inhibir el
crecimiento de una bacteria grampositiva (Listeria innocua) y una bacteria gramnegativa
(Escherichia coli), determinando los valores de concentracion minima inhibitoria (MIC) de cada
extracto, utilizando placas multipocillo inoculadas con la bacteria y diferentes concentraciones
de los extractos, como muestra la Figura 8. En ambas bacterias, los resultados mostraron una
mayor actividad antibacteriana de los extractos SWE, puesto que se obtuvieron valores de MIC
mas bajos para estos extractos, en el rango de concentraciones ensayado, tal como muestra la

tabla 4.
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Tabla 4. Concentracion minima inhibitoria de los diferentes extractos frente a Listeria innocua y

Escherichia coli.

USHT SWE-160 SWE-180
MIC L. innocua (mg.mL™) >200 50 + 32 30+3°
MIC E. coli (mg.mL) >200 >200 182+3

En el caso de los extractos USHT, no se alcanzaron los valores de la MIC con la concentracion
maxima utilizada (200 mg/mL-1). Sin embargo, los extractos SWE alcanzaron el valor de la MIC
de L. innocua a 30 y 50 mg/mL* para los extractos SWE160 y SWE180, respectivamente. En
cuanto a E. coli, esta bacteria fue menos sensible a estos extractos, mostrando valores de MIC
mas elevados, superiores a 200 mg/mL? para el extracto SWE160, y de 182 mg/mL™ para el

extracto obtenido a mayor temperatura, SWE-180.

Estudios previos (Ordofiez et al., 2021) han mostrado la eficacia antimicrobiana, especialmente
frente a Listeria, de los acidos fendlicos, como el acido ferulico, que es uno de los principales
compuestos de los extractos acuosos de la paja de arroz (Menzel et al., 2020). En este sentido,
los extractos obtenidos también fueron mas efectivos contra L. innocua que contra E. coli, tal
como han observado también otros autores para los acidos fendlicos (Takahashi et al. 2013;
Andrade et al., 2022). La razdn radica en que las bacterias gramnegativas, como E. coli, son mas
resistentes, debido a que su membrana externa de mayor grosor limita en mayor medida el paso

de moléculas pequefias (Liu et al., 2020).

Figura 8. Placa multipocillos inoculados con la bacteria con las diferentes concentraciones de

los extractos para determinar su concentracion minima inhibitoria (MIC).
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5. CONCLUSIONES

Los extractos acuosos de la paja de arroz, utilizando calentamiento a reflujo con pretratamiento
de ultrasonidos (USHT), o extraccién en condiciones de agua subcritica (SWE) a 160 y 180 °C
mostraron alta concentracion de lignina y cenizas, asi como de compuestos fendlicos, que les
confirié actividad antioxidante y antibacteriana. Por tanto, podrian utilizarse como ingrediente
en alimentos, productos farmacéuticos o cosméticos o para la obtenciéon de materiales activos
para el envasado de alimentos, tras los controles toxicolégicos correspondientes. De esta forma,
podrian contribuir a la valorizacién del subproducto, cuyo residuo de extraccién podria también
utilizarse como una fuente de celulosa, dada la riqueza del material en este componente,

potenciando su aprovechamiento integral.

La extraccion con agua subcritica fue la mas efectiva para la obtencién de compuestos fendlicos
y, por tanto, proporciona extractos con mayor bioactividad. La extraccidon a mayor temperatura
(180°C) dio lugar a una alta capacidad antioxidante, proxima a la de los antioxidantes tipicos,
como tocoferol o acido ascérbico, y una mayor capacidad antibacteriana. La formacién de
compuestos de Maillard o caramelizacién durante el proceso de extraccién podria haber
contribuido a su mayor bioactividad. Son necesarios mas estudios para garantizar la inocuidad
de estos extractos e, incluso, sus propiedades de beneficio potencial para la salud, en base a su

riqueza fendlica.
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