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REFLEXION SOBRE LAS COMPETENCIAS DE SOSTENIBILIDAD DESARROLLADAS EN EL
TRABAJO FIN DE GRADO (entre 600 y 800 palabras):

Este TFG constituye una muestra evidente del valor que tiene la investigacion cientifica a la
hora de afrontar los desafios globales actuales y alinearse con los principios de sostenibilidad
y los Objetivos de Desarrollo Sostenible, también conocidos como los ODS.

En primer lugar, el uso de las hojas de olivo como materia prima refleja una competencia
clave, que es la gestion eficiente de recursos. Estas hojas son un residuo agricola generado
en grandes cantidades durante la poda del olivo. Su aprovechamiento evita practicas de
quema o acumulacioén, los cuales tiene un efecto perjudicial sobre el medio ambiente y
contribuye indirectamente a la reduccion y mitigacion del cambio climatico. Asimismo, las
tecnologias limpias disminuyen el uso de disolventes organicos frente a los métodos
convencionales de extraccion. De esta forma se ponen en practica los principios de la quimica
verde que fomenta asi procesos mas seguros y sostenibles

La principal relacién de este proyecto es el ODS 12: La produccién y consumo responsable.
En lugar de emplear materias primas virgenes, se ha trabajado con un subproducto abundante
del sector olivero. Esto implica un cambio de enfoque hacia la valorizacion de subproductos,
siendo consideradas de forma habitual, un residuo agricola. Este planteamiento reduce la
generacion de desechos y fomenta una utilizacion mas eficiente de los recursos, integrando
asi los principios de la economia circular. De esta forma, el proyecto no solo propone una
técnica de extraccion, sino una manera distinta de entender los procesos productivos.
Asimismo, el uso de tecnologias limpias reduce la huella ambiental en la obtencién de
compuestos bioactivos.

Ademas, los compuestos fendlicos son compuestos que presentan propiedades antioxidantes
y beneficios para la salud. Es por ello por lo que se relaciona con el ODS 3: Salud y bienestar.
De esta forma, el desarrollo de este TFG se vincula con una mejor calidad de vida a través de
su aplicacién en alimentos funcionales o productos farmacéuticos. Por otra parte, el uso de
agua como disolvente implica una menor exposicion a disolventes potencialmente téxicos
como lo pueden ser algunos disolventes organicos.

Por otro lado, el trabajo también guarda relacién con el ODS 8: Trabajo decente y crecimiento
econdmico. La valorizacidon de subproductos del olivar puede generar oportunidades
economicas y laborales en contextos rurales donde el cultivo del olivo tiene un peso
significativo.




El uso de tecnologias avanzadas de extraccion y la obtencién de compuestos de alto valor
afiadido posiciona este trabajo dentro del ambito de la innovacion tecnolégica. Es por ello por
lo que se puede alinear también con el ODS 9: Industria, innovacién e infraestructura. La
posibilidad de escalar estos procesos a nivel industrial abren nuevas vias para el desarrollo
de industrias mas sostenibles, especialmente en el sector agroalimentario.

También se puede relacionar con el ODS 13: Accion por el clima. Durante toda la fase
experimental se ha tenido en cuenta factores como el consumo energético y el tipo de
disolventes empleados. De tal forma que, el microondas y los ultrasonidos han permitido
disminuir el consumo energético global del proceso, una disminucién significativa del tiempo
de extraccion con respecto a los métodos tradicionales, lo que resulta en una reduccion
indirecta de emisiones de gases de efecto invernadero. La necesidad de encontrar alternativas
mas sostenibles y menos contaminantes refleja una preocupacion por disminuir el impacto
ecoldgico de los procesos quimicos.

Cabe destacar que lo mas relevante de este trabajo es que la sostenibilidad no se limita al
resultado final, sino que esta integrada en durante todo el proceso, incluyendo la seleccién de
materia prima y la eleccion de tecnologias de extraccion optimizacion de condiciones de
trabajo. De esta forma, no solo se considera el rendimiento de extraccion, sino también el
impacto global del proceso.

Burgos, a 10 de junio de 2026

Fdo.: Miriam Saiz Fernandez

(1) Las memorias presentadas deberan contar con el Anexo de Sostenibilizaciéon Curricular. A tal efecto, se
incluira tras el documento con el visto bueno de los tutores del trabajo. (Reglamento interno de la Facultad
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RESUMEN

El sector oleicola genera anualmente un gran volumen de subproductos, entre los que
destacan las hojas de olivo (Olea europaea L.). Estas constituyen una fuente natural de
compuestos fendlicos de alto valor afladido, como la oleuropeina.

En este trabajo se estudié la eficiencia de tres tecnologias de extraccion limpias: agua
subcritica (subW), microondas (MAE) y ultrasonidos (UAE) para la extraccion de compuestos
fendlicos presentes en hojas de olivo. Los resultados de extraccion se compararon con los de
extracciones realizadas utilizando mezclas hidroalcohdlicas. Para ello se evalu6 el
rendimiento de extraccién de compuestos fendlicos, la productividad, y el consumo energético
frente al extracto obtenido.

Los resultados experimentales demostraron que la MAE fue la técnica mas eficaz, logrando
un rendimiento de 320 mg de compuestos fendlicos totales por 100 gramos de biomasa seca
en solo 30 minutos, lo que supone un incremento del 13,1% respecto a la extraccion
convencional con metanol. Por su parte, la tecnologia de extraccién con agua subcritica
permitid también reducir el tiempo de proceso a 30 minutos, destacando por su bajo consumo
energético, siendo un 95,4% menor que los métodos tradicionales a 24 horas.

Esta comparacion determind que el agua subcritica destaca por su capacidad de hidrdlisis,
facilitando la obtencién de derivados mas bioactivos. Estos hallazgos validan la integraciéon de
procesos ecoeficientes para la valorizacion de residuos agricolas dentro del marco de la
economia circular.

PALABRAS CLAVE: Compuestos fendlicos, hojas de olivo, tecnologias limpias.

1. INTRODUCCION

Espafia se situa como el principal productor y exportador de aceite de oliva a nivel mundial.
Esta actividad resulta fundamental en las regiones mediterraneas, donde tiene un gran peso
economico. De hecho, la producciéon espafiola supone aproximadamente el 45% del total
global y cerca del 70% dentro de la Union Europea. El cultivo del olivo ocupa en el pais
alrededor de 2,75 millones de hectareas, y aproximadamente 2,55 millones se dedican a la
produccién de aceituna para almazara, lo que representa cerca del 93% del total. Dentro del
territorio nacional, Andalucia destaca como la zona con mayor produccion (Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacién, 2025).

Sin embargo, en el proceso de produccién de aceite de oliva, se genera una cantidad
considerable de residuos y subproductos que plantean desafios medioambientales
importantes. Entre los principales residuos del olivar, destacan los restos de poda y hojas, y
especialmente el alperujo, que es una mezcla pastosa de restos sélidos presentes en la
aceituna (pulpa, piel, hueso) y agua residual (alpechin), que se obtiene del proceso de
extraccion del aceite (Matute & Torrecilla, 2012). Durante la recoleccién de aceituna, las hojas
representan aproximadamente el 10% del peso total. Este alto porcentaje genera un gran
volumen de residuos que se acumulan en cantidades significativas (Martin-Garcia et al.,
2018). Tradicionalmente, estos residuos vegetales han sido infrautilizados o eliminados
mediante su quema o incorporacion directa al suelo, practicas que pueden implicar impactos
ambientales negativos o un aprovechamiento limitado de su potencial. Asimismo, estos
residuos son utilizados para la alimentacion de animales rumiantes, el compostaje y la
obtencién de biocombustibles (Krzywonos et al., 2025).

Se ha estudiado la composicion quimica de las hojas de olivo. Desde el punto de vista
estructural, estas presentan una naturaleza predominantemente lignoceluldsica, en la que
destacan la celulosa, la hemicelulosa y la lignina como principales componentes de la pared
celular. La celulosa (17,5 %) representa una de las fracciones principales de esta estructura,
seguida de la lignina (10,8% insoluble y 6,2% soluble) y la hemicelulosa (12,5%)
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(Kashaninejad et al., 2020). Estos componentes tienen un gran valor industrial: la glucosa de
la celulosa y la xilosa de la hemicelulosa son azucares fermentables utiles para producir etanol
y xilitol, un edulcorante clave en la industria alimentaria(Lama-Mufioz et al., 2020).

Ademas, las hojas de olivo destacan por su alto contenido en compuestos bioactivos, lo que
las convierte en una materia prima de gran interés para su valorizacién. Esta linea de
investigacion se enmarca en las estrategias de sostenibilidad que buscan reducir residuos,
optimizar el uso de recursos agricolas y fomentar modelos productivos mas eficientes y
respetuosos con el medioambiente. En consecuencia, el estudio y aprovechamiento de sus
compuestos fendlicos adquiere una relevancia creciente tanto desde una perspectiva
cientifica como industrial.

El creciente interés en los extractos vegetales se debe, principalmente, a que estos presentan
una actividad antioxidante mayor que los compuestos fendlicos puros y, por otra parte, a la
complejidad técnica que implica la purificacion de dichos analitos. Los compuestos fendlicos
son metabolitos secundarios biosintetizados por las plantas a través de rutas metabdlicas
como respuesta a situaciones de estrés. Esta familia quimica posee una gran diversidad
estructural, llegando a abarcar mas de 8.000 compuestos distintos (Martin Gordo, 2018).
Todas estas sustancias son derivadas del fenol, cuya estructura fundamental consiste en un
anillo aromatico (benceno) unido a uno o varios grupos hidroxilo.

Segun su estructura se pueden clasificar en distintos grupos (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion y estructura de compuestos fendlicos presentes en hojas de olivo. (Martin-
Garcia et al., 2018)

La primera familia es la de los secoiridoides, la cual agrupa a metabolitos clave como la
oleuropeina y el ligstrésido, junto a sus respectivas formas hidrolizadas. La segunda familia la
constituyen los flavonoides, subdivididos internamente en tres clases: los flavanoles,
representados por la catequina; los flavonoles, que incluyen la rutina; y las flavonas, cuyos
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ejemplos principales son la luteolina-7-glucdsido y la luteolina. Los compuestos fendlicos
simples son un grupo con menor complejidad y concentracién. Estos comprenden el tirosol,
hidroxitirosol, vanilina, acido vanilico y acido ferulico. Por otra parte, estan los lignanos como
el pinoresinol (Han et al., 2009).

La oleuropeina se posiciona como el metabolito secundario de mayor relevancia en el olivo,
destacando especialmente por su elevada concentracién en las hojas, seguida por los
flavonoides. En la variedad de hoja Coratina hay una concentracion de oleuropeina de 1960
mg/kg en el fruto, y, en las hojas, 6100 mg/kg, lo que supone una cantidad mas de tres veces
superior en las hojas que en el fruto (Hassen et al., 2015).

Sin embargo, los fenoles simples suelen estar presentes en menor cantidad debido a su
degradacion. Segun algunos estudios, tras un mes a 20 °C, la oleuropeina experimenta una
degradacion del 30 %, incluso almacenada en condiciones de oscuridad, determinando asi la
importancia del tiempo y el almacenamiento de la materia prima (Krzywonos et al., 2025).

Quimicamente, la oleuropeina se clasifica como un glucésido secoiridoide de naturaleza
fendlica, cuya estructura molecular se observa en la Figura 2, y resulta de la unién del acido
elendlico mediante un enlace éster al hidroxitirosol y a través de un enlace glucosidico a una
molécula de glucosa (Romero et al., 2020).

Hidroxitirosol
Acido elendlico

Glucosa

Figura 2. Estructura molecular de la oleuropeina (Herraez et al., 2014).

La B-glucosidasa es la enzima implicada en la hidrdlisis de la oleuropeina, actuando de forma
rapida en las etapas de trituracion y malaxacion del proceso de extraccion del aceite de oliva
(Hassen et al., 2015). Durante el proceso de maduracion y calentamiento, la oleuropeina
experimenta reacciones de hidrélisis que dan lugar a la formacién de compuestos mas
simples, como el hidroxitirosol y la aglicona derivada de la oleuropeina, con una menor
polaridad (Talhaoui et al., 2015). Es por ello que el hidroxitirosol y el tirosol se encuentran
presentes en el aceite de oliva virgen. La concentracion de compuestos fendlicos en un aceite
de oliva oscila entre 50 y 800 mg/kg, mientras que en las aceitunas de mesa varia entre 200
y 1200 mg/kg. En el caso del aceite de oliva virgen, el hidroxitirosol representa el 90 % de su
composicion fendlica (Herraez et al., 2014).

Por otro lado, los flavonoides también estan presentes en las hojas en grandes cantidades.
Estos se pueden presentar de dos formas: como agliconas (incluyendo apigenina, diosmetina,
luteolina y quercetina) y como glucésidos como la luteolina-7-O-rutinésido, la luteolina-7-O-
glucésido, la luteolina-5-O-glucésido y la quercetina-7-O-rutindsido) (Borjan et al., 2020).

La extraccion de estos metabolitos facilita su aplicacion en las industrias alimentaria,
nutracéutica, farmacéutica y cosmética, respondiendo a la tendencia actual de sustituir
aditivos sintéticos por alternativas naturales (Rodriguez et al., 2008). Estos compuestos
mitigan el desarrollo de afecciones cronicas, degenerativas y cardiovasculares, disminuyendo
ademas la incidencia de procesos neoplasicos (Sailema Ortiz et al., 2023).
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La eficacia antioxidante radica directamente en su estructura quimica, la cual esta
determinada por el numero y posicion de los grupos hidroxilo presentes. De este modo, los
ortodifenoles exhiben una elevada bioactividad frente a las limitadas capacidades de los
monofenoles como el tirosol. En las hojas de olivo, la concentracion de estos metabolitos
secundarios varia de forma notable segun factores genéticos y condiciones ambientales
(Palmeri et al., 2022).

La eficiencia al extraer estos compuestos depende de cdmo se prepare la muestra y del
método de extraccién utilizado. Ademas, factores como la luz, el aire y la temperatura
provocan su degradacién, aunque el calor acelera el proceso y acorta los tiempos de trabajo
(Liazid et al., 2007). El incremento térmico eleva la energia cinética, expande las células
vegetales y acelera la solubilizacion de compuestos fendlicos. Sin embargo, el calor excesivo
degrada los compuestos termolabiles y libera enzimas oxidativas, exigiendo una evaluacion
térmica especifica por matriz para no comprometer la calidad del extracto (Sailema Ortiz et
al., 2023).

La maceracion en agitacion con disolventes organicos puros o mezclas hidroalcohdlicas como
metanol o etanol (Difonzo et al., 2017) se considera el método convencional; no obstante, este
procedimiento presenta limitaciones significativas como la demanda de grandes volimenes
de disolvente, ciclos operativos prolongados y una selectividad reducida, lo que a su vez
genera una elevada demanda energética impulsada por la agitacién y el calor constantes
(Martin-Garcia et al., 2022). Al emplear mezclas hidroalcohdlicas se optimiza la extraccion de
los analitos frente al uso de medios puros, ya que esta sinergia resulta ideal para compuestos
con solubilidad mixta. En consecuencia, la proporcion etanol:agua (75:25, v/v) supera en
rendimiento a las extracciones realizadas unicamente con agua o con el disolvente puro
(Sailema Ortiz et al., 2023).

Como alternativa, en este trabajo se propone el uso de tecnologias avanzadas de extraccion,
empleando agua en estado subcritico (subW), extraccidon asistida por microondas (MAE,
Microwave-Assisted Extraction) y extraccion asistida por ultrasonidos (UAE). Los resultados
obtenidos mediante estas técnicas ecoeficientes se compararan con los de la metodologia
convencional utilizando disolventes organicos como agente extractor de compuestos
fendlicos.

En primer lugar, la extraccidon con agua subcritica consiste en utilizar agua a temperaturas
comprendidas entre 100 °C y 374 °C, es decir, por encima de su punto de ebullicion
convencional y por debajo de su temperatura critica. Bajo estas condiciones, el agua se
mantiene en estado liquido debido a la aplicacion de una presién suficiente (Figura 3).

En este estado, las propiedades fisicoquimicas del agua cambian drasticamente. Por un lado,
se produce la reduccién de su constante dieléctrica y polaridad, asemejandose de este modo
a ciertos disolventes organicos convencionales. Por otro lado, el incremento de su producto
ionico (Kw) eleva la concentracion de iones hidronio e hidréxido. Debido a ello, actua como un
disolvente eficaz para analitos de distinta polaridad (Diaz-de-Cerio et al., 2024).

Diversos articulos han demostrado la alta eficacia de esta técnica para la extraccién de
proteinas y de distintos metabolitos fendlicos, tales como las isoflavonas en matrices solidas
como la soja, antocianos en el hollejo de uva y aceites esenciales en el orégano (Cea Pavez,
2020; Diaz-de-Cerio et al., 2024). Sin embargo, al trabajar con estructuras termosensibles
como los compuestos fendlicos, resulta indispensable optimizar las condiciones operacionales
para lograr la maxima recuperacion con la menor degradacion térmica posible (Manousi et al.,
2019).
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Figura 3. Diagrama de fases del agua. Adaptado de Phase diagram of water, por Cmglee, 2025,
Wikipedia (wikipedia.org). CC BY-SA 3.0.

Por otra parte, la extraccion asistida por microondas emplea radiacion electromagnética para
inducir calor mediante la interaccion directa con moléculas polares e iones (Cao et al., 2025).
La absorciéon de la radiacion electromagnética induce una intensa agitacion y friccion
intermolecular, provocando el incremento térmico de la matriz. De esta forma, el calentamiento
dieléctrico provoca la evaporacion del agua intracelular y la presién resultante rompe las
paredes celulares de la muestra vegetal, facilitando la rapida penetracién del disolvente y
optimizando la liberacion de los compuestos fendlicos objetivo (Cassol et al., 2019). Asimismo,
la polaridad del medio extractor constituye un factor determinante en el proceso, dado que las
sustancias con una elevada constante dieléctrica como es el caso del agua (¢ = 80) poseen
una mayor capacidad de absorcidén de la radiacion microondas. Esta técnica se ha utilizado
con éxito, por ejemplo, para la extraccidn de aceites esenciales en hojas de romero y menta,
asi como del acido glicirricico a partir de la raiz de regaliz (Proestos & Komaitis, 2008)

La tercera y ultima tecnologia propuesta fue la extraccién asistida por ultrasonidos. Se trata
de una tecnologia no térmica que emplea frecuencias de entre 20 y 100 kHz para promover
el fendmeno de cavitacion, el cual genera fuerzas de cizallamiento. La UAE destaca por su
simplicidad, rapidez y operacion a bajas temperaturas, consoliddndose como una técnica
Optima para la extraccion de compuestos fendlicos. Las ondas de choque y la energia liberada
durante el colapso violento de las burbujas de gas optimizan la transferencia de masa vy
provocan la rotura de la pared celular, permitiendo una liberacién mas eficaz de los
compuestos fendlicos contenidos en la muestra (Martin-Garcia et al., 2022). Esta tecnologia
se ha utilizado en semillas de apomo, frutos de limén persa y semillas de chia (Corona-
Jiménez et al., 2016; Medina-Torres et al., 2019; Negrén-Diaz et al., 2023).

Frente a los métodos tradicionales, estas tecnologias emergentes destacan por su
sostenibilidad y eficiencia, debido a que emplean exclusivamente agua como fase extractora,
aprovechando el potencial de este fluido como el disolvente verde universal.



El presente trabajo se desarrolla en el marco de una colaboracién europea vinculada al
proyecto “OLinWaste” (Ref. 101181402). Dicho proyecto cuenta con la financiacion de la
Union Europea y con la participacion del grupo de investigacion BIOIND de la Universidad de
Burgos. Tiene como finalidad principal la creacién de una biorrefineria integrada de cero
emisiones, orientada a la valorizacion de los residuos generados en las almazaras para
transformarlos en biofertilizantes, biopesticidas, bioplasticos, bioenergia y otros productos de
alto valor afiadido.

2. OBJECTIVES

The main objective is to assess and enhance the use of olive leaves as an agro-industrial by-
product by extracting bioactive compounds—particularly phenolic compounds—through
sustainable and eco-friendly techniques such as ultrasound, microwave-assisted methods,
and subcritical water extraction. The following specific objectives were additionally established
to accomplish this main goal:

1. To evaluate the phenolic compounds extraction kinetics using aqueous mixtures of
methanol and ethanol as a conventional baseline for comparison.

2. To determine the phenolic compounds extraction kinetics using ultrasounds,
microwave, and subcritical water extractions.

3. To compare the efficiency of the different extraction techniques by assessing and
contrasting their phenolic profile, extraction vyield, productivity and their energy
consumption.

3. METODOLOGIA

3.1 Reactivos y materiales

Para las extracciones convencionales con mezclas hidroalcohdlicas se emplearon metanol
(VWR Chemicals, 99,8 %) y etanol absoluto (VWR Chemicals, 100 %).

Los patrones estandar de compuestos fendlicos, incluidos el hidroxitirosol, tirosol, catequina,
acido vanilico, esculetina, vanilina, vicenina Il, acido ferulico, rutina, luteolina-7-glucésido,
oleuropeina, luteolina y pinoresinol, fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. Los filtros procedian
de Scharlau.

Para las fases moviles se utilizaron acetato aménico (VWR Chemicals, 99,2 %), acido acético
glacial (Panreac, 100 %) y acetonitrilo (Sigma-Aldrich, 99,8 %). El agua ultrapura Tipo | Milli-
Q se obtuvo a través de un equipo de purificacion Wasserlab (modelo Ecomatic 3L DP50L)
para procesar agua destilada Tipo II.

3.2 Materia prima

Las hojas de olivo utilizadas procedian de Italia (cosecha de junio de 2025) y pertenecian a la
variedad Coratina. Las muestras se conservaron en congelacién a -18 °C hasta su posterior
procesamiento.

El contenido de humedad de la biomasa se determind por triplicado antes de cada ensayo
empleando un analizador de humedad de infrarrojos (Ohaus, modelo MB 120), obteniéndose
un valor medio del 34 £ 2 %.

Esta materia prima fue caracterizada previamente en el Area de Ingenieria Quimica. En la
Tabla 1 se detalla la composicion de la matriz lignoceluldsica, en la cual destacan la celulosa,
la hemicelulosa y la lignina como los principales componentes de la pared celular. La fraccion
de celulosa esta representada analiticamente por el contenido de glucanos, dado que este
polisacarido consiste estructuralmente en cadenas lineales de glucosa. Por otro lado, la
hemicelulosa esta constituida por la suma de los pentosanos (xilanos y arabinanos); a esta
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ultima fraccion se asocian también los grupos acetilo, caracteristicos de la estructura
ramificada de la hemicelulosa en esta biomasa vegetal (Rodriguez-Viveros et al., 2023). Junto
a estos polimeros estructurales, estan presentes otras fracciones quimicas de interés, tales
como compuestos nitrogenados y lipidos en proporciones similares (alrededor del 8 %).

Tabla 1. Caracterizacion composicional de las hojas de olivo.

Compuestos Composicion (% base seca)

Extractivos (H.0) 259 + 0,6
Extractivos (EtOH) 10 =+ 1

Lignina insoluble 24 = 1

Lignina soluble 3,06 £ 0,01
Glucanos 10,7 + 0,3
Xilanos 46 = 0,2
Arabinanos 2,7 + 0,2
Grupos acetilo 16 + 0,3
Proteinas 76 + 01
Lipidos 80 = 0.3
Fibra 210 = 01
Cenizas 10 + 04

Destacaron los extractivos solubles en agua (25,9 £+ 0,6 %), seguidos por los extractivos en
etanol (10 +1 %). Estos resultados indican la presencia importante de compuestos
hidrosolubles y de metabolitos potencialmente recuperables mediante procesos de extraccion.
El contenido total de lignina fue elevado, con una fraccion de lignina insoluble de 24 +1 % y
lignina soluble de 3,06 + 0,01 %, lo que evidencia una estructura lignoceluldsica relativamente
recalcitrante.

Finalmente, el bajo contenido de cenizas (1,0 £ 0,4 %) indica una reducida presencia de
material inorganico, mientras que el contenido de acetilo fue de 1,6 £ 0,3 %, asociado
principalmente a hemicelulosas acetiladas. En conjunto, estos resultados muestran que la
biomasa posee una composicidon adecuada para procesos de valorizacidon integral,
especialmente orientados a la recuperacion de compuestos fendlicos y fracciones
lignocelulésicas.

3.2.1 Preparacion de la materia prima

Se realizaron diferentes extracciones a partir de las hojas de olivo tanto frescas como secas,
ya que en bibliografia se ha descrito que los procesos de secado pueden favorecer la
extraccion de compuestos fendlicos de las hojas de olivo (Kashaninejad et al., 2020). Para el
tratamiento de secado, las muestras se dispusieron en una estufa de conveccién (Thermo
Scientific) a una temperatura controlada de 105 °C durante 4 horas.

También se realizaron diferentes extracciones para estudiar el efecto del tamafo de la
particula. La materia prima se sometié a una etapa de molienda utilizando un molino analitico
(IKA, modelo A11 basic mill, Brasil).

El conjunto de las muestras procesadas bajo las diferentes condiciones experimentales se
presenta visualmente en la Figura 4.



Figura 4. (a) hojas humedas trituradas (b) hojas humedas no trituradas (c) hojas secas no trituradas.

3.3 Métodos de extraccion de compuestos fendlicos.

Para los ensayos experimentales, se llevaron a cabo extracciones sélido-liquido manteniendo
una relacion fija del 5 % de hojas en base seca (p/v). En la Tabla 2 se detalla el esquema de
las distintas experiencias analiticas desarrolladas en este estudio.

Los términos utilizados para codificar las muestras se corresponden con MeOH: metanol-
agua, EtOH: etanol-agua, H: humedo, S: seco, T: triturado, NT: no triturado y subW: agua
subcritica.

Tabla 2. Esquema de los métodos empleados y condiciones para la extraccion de compuestos fendlicos
de hojas de olivo.

Método de Estado de la Disolvente Tiempo Temperatura
Extraccion Hoja Empleado P P
Mezclas No triturada / o o
hidroalcohdlicas Humeda Etanol 80% 24h 50°C
Mezclas No triturada / o o
hidroalcohdlicas Seca Etanol 80% 24h 50°C
I. Extraccion
Convencional Mezclas Triturada / o o
hidroalcohdlicas Humeda Etanol 80% 24h 50°C
Mezclas Triturada / o o
hidroalcohdlicas Hameda Metanol 80% 24h 50°C
Extraccion con agua Trltlurada / Agua 60 min 130 °C
presion Humeda
Il Te_cno_loglas Microondas Trltlurada / Agua 60 min 130 °C
limpias Humeda
Triturada /

Ultrasonidos Agua 60 min 52 °C

Humeda]

3.3.1 Extraccién con disolventes organicos.

Las extracciones convencionales se llevaron a cabo utilizando mezclas de metanol:agua y
etanol:agua en una proporcion 80:20 (v/v), empleando un reactor de 100 mL a una
temperatura constante de 50 °C y con la relacion sdlido-liquido establecida del 5 % (p/v). La
cinética del proceso se monitorizé mediante la toma de alicuotas a intervalos de tiempo
definidos: 30 minutos, 1, 5, 7, 10, 15, 20 y 24 horas.
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Las variables estudiadas en este estudio fueron (1) secado de la materia prima (2) tamano de
la materia prima y (3) el tipo de solvente empleado (metanol o etanol al 80%).

a
Figura 5. Fotografia de las muestras vegetales tras los diferentes tratamientos de extraccion: (a) etanol
al 80 % en muestras humedas trituradas; (b) metanol al 80 % en muestras humedas trituradas; (c)
etanol al 80 % en muestras humedas no trituradas; y (d) etanol al 80 % en muestras secas no trituradas.

3.3.2. Extraccién mediante agua subcritica (subW).

Se realiz6é una extraccion con agua subcritica en un reactor de 0,5 L de capacidad utilizando
como método de calentamiento una camisa de ceramica de 95 mm de diametro y 160 mm de
altura. Ademas, este equipo tiene incorporado un sistema que permite la monitorizacion y
registro de la temperatura, y un manémetro con valvula de purga que mantiene la presion
interna estable a lo largo de todo el proceso.

En primer lugar, se introdujeron en el reactor las hojas humedas trituradas en una relacién del
5 % (p/v) y el agua (250 mL). La mezcla se calent6é hasta 130 °C y la presién se ajusté a 5
MPa utilizando nitrégeno como agente de presurizacién, ya que es un gas inerte que no
interacciona con el medio de reaccién. Se tomaron alicuotas en el momento en el que se
alcanzé la temperatura de trabajo, y posteriormente a los 15, 30, 45 y 60 minutos. Tras 60
minutos a dicha temperatura, se dejo enfriar el reactor hasta una temperatura de 90 °C y se
procedioé a despresurizarlo para recuperar el hidrolizado final.

Figura 6. Esquema y foto del reactor para la extraccion PLE:(1) Reactor (2) Camisa (3) Placa de
agitacion (4) Toma de muestra (5) Entrada de gas.

Se seleccionod la temperatura de operaciéon de 130 °C con base en resultados previos en el
grupo de investigacion, ya que se observd que a temperaturas inferiores disminuye la
solubilidad de los compuestos de interés, debido a que se intensifican las interacciones entre
el analito y la matriz, lo que da lugar a una extraccion mas lenta y menos completa.



3.3.3 Extraccion Asistida por Microondas (MAE).

La extraccion asistida por microondas se llevé a cabo en un equipo flexiWAVE (Milestone
SRL) utilizando reactores resistentes a altas presiones. Para cada ensayo, se emplearon 50
mL de agua como fase extractora, manteniendo una relacion del 5 % en base seca (p/v) a
partir de las hojas humedas trituradas. Durante el tratamiento, la presion interna dentro del
reactor se correspondié de forma automatica con la presién de saturacion del agua a la
temperatura de operacion.

Tomando como referencia las condiciones fijadas previamente en el sistema de agua
subcritica, las extracciones se realizaron a 130 °C. Con el fin de evaluar el perfil cinético del
proceso, se desarrollaron cinco tratamientos independientes con tiempos de residencia de 5,
15, 30, 45 y 60 min, aplicando en todos los casos una rampa de calentamiento previa de 5
minutos para alcanzar la temperatura operativa de trabajo.

3.3.4. Extraccién Asistida por Ultrasonidos (UAE).

Por ultimo, la extraccion de los compuestos fendlicos se llevo a cabo mediante un sistema de
ultrasonidos de alta intensidad empleando un procesador Vibra-Cell™ (Sonics & Materials,
Inc., EE. UU.) de 750 W equipado con una sonda de titanio de 13 mm de diametro. Las
condiciones operacionales de trabajo se fijaron a una frecuencia constante de 20 kHz y una
amplitud del 100 %.

Para cada ensayo, se introdujeron 125 mL de una suspensién acuosa de hojas de olivo
humedas vy trituradas al 5 % (p/v en base seca) en un reactor encamisado de 200 mL de
capacidad y un diametro interno de 4,8 cm. La temperatura media del proceso se mantuvo
controlada a 52 °C mediante la accion de una camisa de refrigeracién conectada a un bafio
termostatico calibrado a 30 °C. La sonda ultrasonica se posicion6 sumergida a una
profundidad fija de 2 cm respecto al fondo del reactor. El tratamiento se aplicé de forma
pulsada —ciclos de 5 s de actividad y 5 s de latencia— durante un tiempo total de proceso de
60 min. Con el fin de evaluar el perfil cinético, se extrajeron alicuotas a intervalos de 5, 15, 30,
45 y 60 minutos.

(a)

Figura 7. Fotografia los equipos de extraccion utilizados: (a) microondas (b) ultrasonidos.
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3.4 Analisis de los extractos

Para separar las fases liquidas y sdlidas de los extractos, las muestras se filtraron a vacio y
posteriormente, se centrifugaron durante 10 minutos a 4 °C y 5000 rpm. El estudio de la
concentracién de compuestos fendlicos se realizo en la fase liquida. El residuo sélido se seco
a 105 °C y se pes6 posteriormente. Los extractos se conservaron a temperatura de
refrigeracion y protegidos de la luz para posteriores analisis.

3.4.1. Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos mediante HPLC.

Para el analisis en Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés),
se realiz6 una filtracion de los extractos mediante filtros de jeringa de polipropileno hidrofébico
de 13 mm de diametro y un tamarfo de poro de 0,22 ym. Se utilizé un equipo HPLC equipado
con una bomba cuaternaria y un detector de arreglo de diodos (DAD) (Agilent 1260 Infinity
[I/HP Series 1100). La separacién cromatografica se llevd a cabo utilizando una precolumna
(Phenomenex® AJ0-9000, 2,1- 4,6 mm) conectada a una columna cromatografica Kinetex®
Biphenyl (4,6 mm x 250 mm, 5 um tamafio de particula) con una porosidad de 100 A. El
detector DAD permitié la monitorizacion y cuantificacién de los compuestos fendlicos y su
deteccion a diferentes longitudes de onda (280, 330, 350 y 370 nm).

Se empled la combinacién de dos fases moviles. Por un lado, la fase maovil A consistié en una
solucion acuosa de acetato de amonio 5 mM acidificada con un 1 % (v/v) de acido acético;
por otro lado, la fase movil B estuvo constituida por la misma mezcla de reactivos preparada
en acetonitrilo. La elucién se realizé utilizando un gradiente lineal entre ambas fases, el cual
comenzd con una proporcion alta de fase acuosa para favorecer la retencion inicial de los
compuestos fendlicos en la columna. A lo largo del analisis, se incrementd progresivamente
la proporcion de fase organica, lo que facilité la elucién de los compuestos con mayor caracter
hidrofdbico.

El programa comenzdé con un 2 % de fase organica (B) durante los primeros 7 minutos. A partir
de ese punto, la proporcion de B se incrementd progresivamente hasta alcanzar el 8 % entre
los minutos 7 y 20, y posteriormente se aumento hasta el 10 % entre los minutos 20 y 35. A
continuacion, el gradiente continu6 elevandose hasta el 18 % entre los minutos 35 y 55,
seguido de un incremento mas pronunciado hasta el 38 % entre los minutos 55 y 65. En la
fase final del analisis, la composicion alcanzé el 65 % entre los minutos 65y 75y el 80 %
entre los minutos 75 y 80. Finalmente, se restablecieron las condiciones iniciales (2 % de B)
para permitir la reequilibracién de la columna durante 10 minutos antes de la siguiente
inyeccion. La separacion cromatografica de los distintos compuestos se realizé inyectando
volumenes de 20 y 40 pL por muestra, manteniendo una temperatura de la columna de 25 °C
y un caudal de fase mévil de 0,8 mL/min. Los compuestos para los que se disponia de
estandares se identificaron primero comparando los tiempos de retencion y los espectros
UV/vis de los picos correspondientes, seleccionando los 280 nm como la longitud de onda
principal de registro. De esta manera, se identificaron un total de 13 compuestos fendlicos.
Los resultados se expresaron como la cantidad de compuestos fendlicos por 100 gramos de
biomasa seca.

3.4.2. Evaluacion del rendimiento de extraccion y productividad

El rendimiento de extracciéon de cada técnica utilizada se ha calculado de acuerdo con la
Ecuacion 1:

mg compuestos fendlicos extraidos
100 g b.s.

Rendimiento = [Ec. 1]

Por otra parte, se ha calculado la productividad del proceso de las distintas extracciones
realizadas mediante la Ecuacion 2:

., mg compuestos fenélicos
Concentracion ( 9 P f )

Productividad = , 100955 [Ec. 2]
Tiempo (min)
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3.4.3. Medicion del consumo energético de cada extraccion

El consumo energético se registro mediante un medidor digital RS PRO (modelo PM01, 230
Vac, 16 A). Este parametro constituye un indicador critico de sostenibilidad, donde una menor
demanda energética por gramo de fenol extraido refleja una mayor eficiencia térmica y
ambiental del proceso.

En cada ensayo de extraccion de compuestos fendlicos, se registrdo el consumo eléctrico
acumulado en kWh. Esta medicion no solo permite cuantificar el gasto operativo directo, sino
que sirve para determinar el requerimiento energético por unidad de masa de analitos
recuperados, calculado de acuerdo con la Ecuacién 3:

Consumo (kWh)
mg compuesto fendlico extraido

Consumo energético especifico = [Ec. 3]

3.5 Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los resultados obtenidos se evalu6 mediante un andlisis de
varianza (ANOVA) de un factor. Para la identificacion de grupos con diferencias significativas,
se aplico el test LSD, empleando en todos los casos un nivel de confianza del 95 % (p-valor
< 0,05). El procesamiento de los datos se realizé6 mediante el software Statgraphics Centurion
XIX.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Extraccion con disolventes organicos.

4.1.1 Efecto de la humedad de las hojas.

En primer lugar, se estudié el efecto del secado de la materia prima empleando como
disolvente una mezcla hidroetandlica al 80 % (v/v). En la Figura 8 se observa que la extracciéon
sobre las hojas enteras en estado humedo (EtOH NT-H) alcanzé una media de 235+ 9 mg/
100 g b.s., valor significativamente superior alos 219 £ 1 mg/ 100 g b.s. obtenidos con la hoja
seca (EtOH NT-S), lo que supone un incremento del 7,3 %.

Los compuestos mayoritarios en ambos extractos fueron la luteolina-7-O-glucésido (que
constituyo entre el 38 y el 42 % de la fraccion fendlica total), la luteolina (16 %) y la oleuropeina
(16-20 %). Por otra parte, los compuestos minoritarios identificados fueron la rutina y la
vanilina.

La diferencia principal se observé en la oleuropeina. El extracto de hojas secas alcanzé una
concentracion significativamente mayor, de 44,7 + 0,5 mg / 100 g b.s., lo que representa un
incremento del 19,8 % frente al obtenido con hojas humedas (37,3 £ 3,0 mg/ 100 g b.s.). Esta
tendencia coincide con los hallazgos de Ghomari et al. (2019), quienes demostraron que el
secado previo de las hojas optimiza el rendimiento extractivo debido a que la deshidratacion
inactiva las enzimas hidroliticas. De este modo, se evita el deterioro de los metabolitos de
interés y se logra preservar la oleuropeina de forma mas eficiente.

Por otra parte, se logro extraer en EtOH NT-H un 19,4 % mas de luteolina-7-O-glucésido (Lut-
7) y un 27,7 % mas de luteolina en comparacion con EtOH NT-S. Dado que la Lut-7 es uno
de los compuestos fendlicos mayoritarios en la materia prima, su comportamiento podria
justificar que no se haya observado un incremento del contenido fendlico total en el extracto
tras someter la biomasa a un proceso de secado.

12



300 A

d m Otros
~ 250 - b N m Rutina
(2]
o a - m Tirosol
o . .
o 200 A m Pinoresinol
o
d . = Vicenin Il
g’ 150 A .
s m Esculetina
% 100 A m Luteolina
= OLE
2 50 - ®Lut-7
)
o BHTR

0

EtOH NT-S EtOHNT-H  EtOH T-H MeOH T-H

Figura 8. Perfil fendlico a t = 24 h tras distintas extracciones con mezclas hidroalcohdlicas. Las barras
con letras distintas denotan que presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
respecto al rendimiento total.

4.1.2 Efecto del tamafo de la materia prima.

La reduccion del tamafio de particula logré una concentracion media mayor de compuestos
fendlicos totales (249 + 1 mg/ 100 g b.s.) en comparacién con la biomasa sin triturar (235 £ 9
mg /100 g b.s.), lo que representa un incremento del 6,0 % (Figura 8). Este resultado se debe
a que la molienda de las hojas consigue romper las estructuras del tejido vegetal, lo que
aumenta la superficie de contacto con el disolvente y, por lo tanto, favorece la transferencia
de masa. De este modo, se garantiza una mayor eficiencia en la extracciéon y una mayor
estabilidad de los compuestos fendlicos.

El compuesto mayoritario en EtOH T-H fue Lut-7 (90,1 £ 0,8 mg/ 100 g b.s.), seguido de OLE
(53,5 0,2mg/ 100 g b.s) y luteolina (41,7 £ 0,6 mg / 100 g b.s.). La molienda incremento
notablemente el rendimiento de OLE en un 41,9 % respecto al tratamiento sin triturar (EtOH
NT-H); no obstante, este ultimo optimizé la recuperacion de Lut-7 y luteolina en un 9,7 % y
10,1 %, respectivamente.

El mayor rendimiento global de fendlicos totales en EtOH T-H se atribuye a un efecto
acumulativo en el perfil cromatografico. Aunque la trituracion disminuyé la concentracion de
los dos flavonoides principales, potenci¢ la liberacion de OLE y de la totalidad de las fracciones
minoritarias (HTR, esculetina y pinoresinol,).

4 1.3 Efecto del disolvente.

Se determind que el empleo de biomasa humeda y triturada optimizé la extraccion de los
compuestos fendlicos. Por lo tanto, estos parametros se seleccionaron como factores fijos
para evaluar, en la siguiente etapa, el efecto de diferentes sistemas de disolventes
hidroalcohdlicos sobre el rendimiento de la extraccion.

En la Figura 8 se puede observar que el rendimiento maximo se alcanzd con una mezcla
hidrometandlica (MeOH T-H; 283 + 2 mg / 100 g b.s.), en comparacién con el extracto
hidroetandlico (EtOH T-H), el cual obtuvo un menor rendimiento (249 + 1 mg/ 100 g b.s.).

La diferencia de extraccion del metanol frente al etanol bajo las mismas condiciones
experimentales se fundamenta en la polaridad y el tamafio molecular del disolvente. El
metanol es mas polar que el etanol, posee un radio molecular menor, una constante dieléctrica
més elevada (32,6 frente a 24,5 del etanol) y una menor viscosidad dindmica (0,587 mPa-s
frente a 1,20 mPa:s del etanol); lo que incrementa su capacidad de penetracion en la matriz
vegetal y mejora la solubilidad de los compuestos fendlicos de polaridad media-alta,
demostrando una mayor afinidad por compuestos de bajo peso molecular (Do et al., 2014).

Debido a su eficacia, el metanol es considerado idéneo para obtener extractos ricos en
flavonoides, derivados hidroxicinamicos, flavonas y flavonoles presentes en frutas, legumbres,
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semillas de uva y orujo con una notable capacidad antioxidante. No obstante, cabe destacar
que la diferencia con respecto al extracto de etanol bajo el mismo tratamiento es relativamente
estrecha. Por ello, desde una perspectiva de sostenibilidad y quimica verde, el etanol se
postula como una alternativa viable y respetuosa con el medio ambiente, permitiendo sustituir
al metanol y reducir la toxicidad del proceso global (Abaza, 2011).

4.2 Extraccion con agua subcritica

En la Figura 9 se observa la cinética de extraccién de los compuestos fendlicos durante el
tratamiento con agua subcritica.
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Figura 9. Cinética de extraccién de los distintos compuestos fendlicos durante 60 minutos mediante
extraccion con subW a 130°C con una relacion de 5% (p/v). Las barras con letras distintas denotan que
presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) respecto al rendimiento total.

La cinética mostré un incremento progresivo en la concentracién total de compuestos
fendlicos entre 5 y 30 min de tratamiento, alcanzando valores maximos de 228 £ 3 mg/100 g
b.s. a los 30 minutos. Posteriormente, entre 30 y 45 min, la concentracién permanecié
relativamente estable, mientras que tras 60 min se observé una disminucion del rendimiento
total de extraccion.

Entre los compuestos identificados, los mayoritarios fueron el HTR, OLE y Lut-7. La OLE y
Lut-7 representaron la fraccion predominante durante practicamente todo el proceso de
extraccion, alcanzando sus mayores concentraciones entre los 30 y 45 minutos (47 + 0,4
mg/100 g b.s. y 50 £ 0,4 mg/100 g b.s., respectivamente). Este comportamiento indica que la
extraccién con agua subcritica favorece la liberacion eficiente de la OLE desde la matriz
vegetal. Sin embargo, a tiempos prolongados (60 minutos) se observé una disminucion de su
concentracion, posiblemente asociada a hidrdlisis o degradacion térmica.

El HTR también mostré un incremento notable conforme avanzé el tiempo de extraccion,
llegando a un punto de estabilizacion (40 + 2 mg/100 g b.s.). Su presencia puede estar
relacionada tanto con su extraccion directa como con la degradacion parcial de la oleuropeina
durante el tratamiento (Figura 10) (Talhaoui et al., 2015).

Debido a su elevada capacidad antioxidante, el HTR constituye uno de los principales
metabolitos bioactivos recuperados mediante subW. Los compuestos minoritarios
correspondieron principalmente a la vanilina y al acido vanilico y a otros fenoles presentes en
concentraciones relativamente bajas durante todo el ensayo. Aunque su contribucion
individual fue menor, en conjunto aportan valor funcional y antioxidante al extracto.

Considerando la concentracion total de polifenoles y el comportamiento cinético observado,
se determin6 que el tiempo 6ptimo de extraccion mediante agua subcritica es de 30 min. En
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este punto se maximiza el rendimiento global de los analitos de interés sin evidenciar pérdidas
significativas por degradacion térmica o hidrolitica.
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Figura 10. Hidrdlisis de la oleuropeina. (Higuera Campo, 2017).

4.3 Extraccion asistida por microondas

En la Figura 11 se observa la cinética de extraccién de los compuestos fendlicos durante el
tratamiento con MAE.
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Figura 11. Cinética de extraccién de los distintos compuestos fendlicos durante 60 minutos a 130°C
con una relacion de 5% (p/v) mediante extraccion asistida por microondas. Las barras con letras
distintas denotan que presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) respecto al
rendimiento total.

La concentracion total de compuestos alcanzé su punto maximo a los 30 minutos de
tratamiento (320 + 3 mg/100 g b.s.). A partir de este punto, se observé una disminucion
significativa en el rendimiento, llegando a reducirse en un 26,3 %. El perfil de compuestos
individuales fue similar al obtenido mediante SubW, siendo la Lut-7, la OLE y el HTR los
componentes mayoritarios.

La oleuropeina es el compuesto principal que explica la caida en el rendimiento a tiempos
prolongados. Dicho polifenol alcanza su pico maximo entre los 15 y 30 minutos y
posteriormente su fraccion se reduce. Por el contrario, la luteolina y el acido vanilico han sido
los compuestos principales minoritarios, representando entre el 0,3 % y el 1 %
respectivamente.
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Mediante los datos obtenidos, se determiné que el tiempo 6ptimo de extraccion mediante MAE
es de 30 minutos. Extender el proceso mas alla de este limite no solo incrementa el gasto
energético, sino que disminuye el rendimiento de compuestos fendlicos extraidos.

La MAE ha llamado la atencion en estudios principalmente por su menor consumo de solvente,
su poco tiempo de operacion y su alta reproducibilidad Al generarse el calor desde el nucleo
de la muestra hacia afuera, se facilita la entrada del solvente y se potencia la liberacién de los
compuestos fendlicos (Alvarez-Romero et al., 2023).

Segun Liazid et al. (2007), los resultados obtenidos en su estudio demuestran que las
condiciones Optimas para la MAE de estos compuestos, sin riesgo de descomposicion
térmica, se situan en un limite de 100 °C y 20 min de tratamiento. Otros autores destacan que
se necesitan temperaturas de altas (110-150 °C) para poder lograr una extraccion eficiente
(Borjan et al., 2020).

4.4 Extraccion asistida por ultrasonidos (UAE).

En la Figura 12 se observan los rendimientos de extraccion de compuestos fendlicos mediante
ultrasonidos a diferentes tiempos. Se determind que el tiempo 6ptimo es de 45 minutos,
momento en el que se alcanza el rendimiento maximo absoluto de compuestos fendlicos
totales (102 £ 2 mg/100 g b.s.). Tras superar este punto 6ptimo, se aprecia un ligero descenso
en la concentracion a los 60 minutos, lo que sugiere procesos de degradacion o saturacion en
el medio extractivo por un tratamiento acustico prolongado.

La OLE fue el compuesto mas abundante y represento el 31,0 % de los compuestos fendlicos
totales. Este metabolito aumentd su concentracién hasta los 45 minutos y, posteriormente,
decrecio a los 60 minutos. Por su parte, la vicenina Il fue el segundo componente mayoritario,
el cual representé el 25,5 % del total de polifenoles e incrementd igualmente su concentracion
hasta alcanzar su maximo absoluto a los 45 minutos. Finalmente, el HTR constituyé el tercer
componente mayoritario del extracto, destacando por una rapida disolucién inicial y
alcanzando niveles significativos y constantes a partir de los 15 min, los cuales se mantuvieron
estables en torno al 9,4 % hasta el final del ensayo.

Por el contrario, los componentes minoritarios (tales como el acido ferulico y el &cido vanilico)
mantuvieron concentraciones bajas y estables, aportando una fraccion minoritaria pero
constante a la suma total del extracto, independientemente del tiempo de exposicion a los
ultrasonidos.
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Figura 12. Cinética de extraccion de los distintos fendlicos en funcion del tiempo durante 60 minutos a
52°C con una relacién del 5 % (p/v) mediante extraccion asistida por ultrasonidos. Las barras con letras
distintas denotan que presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) respecto al
rendimiento total.
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El mecanismo de accion de la UAE se fundamenta en el fendmeno de cavitacidon acustica, el
cual fragmenta las paredes celulares de la hoja, liberando los fenoles mas rapido que el
método convencional a la misma temperatura (50 °C), permitiendo obtener mayores
rendimientos al minimizar la degradacién térmica de los compuestos (Reyes-Mera et al.,
2025).

Un estudio previo en macroalgas pardas demostré que una amplitud del 60 % constituye un
umbral critico para inducir la lisis celular y maximizar la recuperacién de compuestos fendlicos;
asimismo, se observé que intensidades superiores desencadenan la degradacion de los
analitos debido a la severidad de los efectos térmicos y mecanicos asociados. Este fendmeno
de degradacion por sobreexposicién acustica coincide con el comportamiento observado en
el presente trabajo a los 60 minutos de tratamiento. En consecuencia, se hipotetiza que el
descenso en el rendimiento no se debe a una transferencia térmica insuficiente, sino a un
efecto de sobretratamiento fisico que promueve la alteracién estructural de los polifenoles
(Lee et al., 2024).

4.5 Comparacion entre tecnologias de extraccion

En este apartado se establece una breve comparacion entre los cuatro tipos de extracciones
llevados a cabo.

Una de las diferencias mas visibles se encuentra en el tiempo en el cual se alcanza el maximo
en la extraccion de compuestos fendlicos. El empleo de mezclas hidroalcohdlicas condujo a
tiempos largos de extraccién, con un tiempo de equilibrio de 20 h, a partir del cual no se
observd un aumento en la extraccion de compuestos fendlicos. Por otra parte, el tiempo
optimo de extraccion se redujo considerablemente en los procesos de extraccidn mediante
subW, MAE y UAE, con valores de 30 min para las dos primeras y 45 min para UAE.

4.5.1 Efecto en el rendimiento de extraccion

En la Figura 13, se muestran los resultados comparativos de extraccion entre las diferentes
tecnologias empleadas. En la Figura 13a se comparan los resultados obtenidos al tiempo
oOptimo mas corto determinado entre las cuatro tecnologias estudiadas, 30 min de tratamiento.
Mientras que en la Figura 13b se presenta la extraccion en el tiempo 6ptimo seleccionado
para cada técnica.

Tras 30 minutos de tratamiento se evidencié un mayor rendimiento de extraccion mediante
subW y MAE frente al método tradicional y la UAE (Figura 13a). A 130 °C, el agua liquida
subcritica presenta propiedades fisicoquimicas que favorecen notablemente los procesos de
lixiviacion, destacando una disminucién en su constante dieléctrica (€= 51,5) y un aumento del
producto iénico (Kw=10"21).

La MAE mostré la mayor eficiencia de extraccion de todo el estudio alcanzando una
concentracion de compuestos fendlicos totales de 320 £ 3 mg/100 g b.s. Esto supone duplicar
el rendimiento de la extraccion convencional hidrometandlica. Cabe destacar la extraccion de
una cantidad de oleuropeina 3 veces superior al método convencional. Comparando con
autores, estos indicaron que la MAE era el mejor método para la obtencién de polifenoles. Las
cantidades obtenidas mediante extraccion asistida por microondas en 15 min fueron
comparables a las obtenidas mediante extraccion convencional en 20 h. Ademas, estos
autores exponen que el uso de microondas incremento significativamente la concentracion de
casi todos los compuestos extraidos, en comparacion con el método convencional (Proestos
& Komaitis, 2008).
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Figura 13. Efecto del método de extraccién en el rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos:
(a) 30 minutos y (b) tiempo éptimo para cada tratamiento. Las barras con letras distintas denotan que
presentan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) respecto al rendimiento total.

Por otro lado, a un tiempo de 30 minutos, el agua subcritica logré el segundo mejor
rendimiento total (228 + 3 mg/100 g b.s), y una extraccion de hidroxitirosol 5 veces superior a
la observada con la extraccion de metanol y agua.

La UAE resulté ser la técnica menos eficiente, y por debajo de la extraccidn convencional,
llegando a un rendimiento de 90 + 2 mg/100 g b.s. Los resultados sugieren que, bajo la
frecuencia y potencia de trabajo ensayadas, el colapso de las microburbujas es
energéticamente insuficiente para romper la pared celular de la matriz foliar, de tal forma que
alo largo del tiempo la extraccion no aumenta de forma significativa. Pacio Teso (2022) extrajo
una cantidad similar de compuesto fendlicos en pocos minutos. Ademas, expone que esta
tecnologia no cumplié con las expectativas de rendimiento fitoquimico, mostrando una
capacidad extractiva inferior a la obtenida mediante el método tradicional de bafo con
agitacion, lo que respalda la validez de los resultados obtenidos en este trabajo.

Sin embargo, en la Figura 15b se observa que la extraccion convencional demostré una fuerte
dependencia cronoldgica. Mientras que a los 30 minutos arrojoé un rendimiento marcadamente
limitado (135 mg/ 100 g b.s.), al prolongar el proceso hasta su tiempo éptimo experimenté un
incremento drastico en la recuperacion de solutos hasta alcanzar los 283 + 2 mg/ 100 g b.s.
Esto representa un aumento del 109,6 %, logrando mas que duplicar la concentracion al cabo
de 20 horas. Este comportamiento pone de manifiesto que, aunque la extraccién convencional
es un proceso lento gobernado por fendmenos de difusion pasiva molecular, un tiempo de
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contacto extendido permite equilibrar la solubilizacion de la mayoria de los compuestos
fendlicos. La MAE consiguid un rendimiento de extraccion del 113,1% en comparacion con el
método convencional de referencia.

En contraste, los tratamientos de agua subcritica y extraccion asistida por mostraron los
rendimientos mas discretos. La tecnologia SubW estabilizé su rendimiento de 228 + 2 mg/100
g b.s. en ambos escenarios temporales sugiriendo una rapida saturacion del medio y
consiguio un rendimiento de extraccion del 80,6 %. Finalmente, el método EAU 52 °C obtuvo
de forma sistematica la menor tasa de recuperacion global (102 + 2 mg/100 g b.s.) y
suponiendo un rendimiento de extraccion 36,1 %, lo que indica que las condiciones de energia
aplicadas o la selectividad del sistema de disolucion resultaron insuficientes para desorber
cuantitativamente los fenoles ligados a la matriz celular.

En cuanto a la composicion individual de compuestos fendlicos, autores como Difonzo et al.
(2017) senalan que los extractos etandlicos contienen principalmente OLE y flavonoides como
Lut-7 y luteolina, mientras que en los extractos acuosos predominan los acidos fendlicos y
glucésidos de hidroxitirosol. Por otra parte, el acido vanilico y acido cafeico se encontraron en
mayor cantidad en los extractos acuosos. Utilizando el agua como disolvente se ha
conseguido extraer muchos compuestos fendlicos que no estaban presentes en las
extracciones hidroalcohdlicas. La solubilidad de los compuestos fendlicos se ve favorecida en
medios acuosos cuando estos se encuentran glicosilados, es decir, unidos a azucares, lo que
convierte a las mezclas hidroalcohdlicas buenos disolvente para la extraccién de este grupo.
expone que las altas temperaturas junto con un tiempo de operacién prolongado pueden
derivar a la glicosilacién de muchos compuestos fendlicos(Difonzo et al., 2017).

Por el contrario, la extraccién de formas agliconas de baja polaridad como flavonoles
metoxilados, isoflavonas y flavanonas requiere disolventes organicos no acuosos para lograr
una mayor eficiencia (Abaza et al.,, 2011). Durante el calentamiento se produce una
degradacién térmica en los compuestos fendlicos, hidrolizando enlaces en su estructura y
dando como productos compuestos en forma agliconas y pueden no llegar a extraerse por su
baja polaridad.

Para el aislamiento de compuestos fendlicos de mayor polaridad como el glucésido de
luteolina, el rutindsido de apigenina y los derivados de la oleuropeina, la extraccion asistida
por microondas (MAE) y el método convencional exhibieron una selectividad superior en
comparacion con otras técnicas. Sin embargo, se registr6 un bajo rendimiento en la
recuperacion de oleuropeina con agua subcritica al utilizar agua como agente extractante
(Abaza et al., 2015).

4.5.2 Efecto en la productividad de la extraccion

En cuanto al analisis de productividad se observa un patrén cinético similar en todas las
tecnologias estudiadas. Como ejemplo se muestra la evolucién de la productividad para la
extraccion realizada con mezclas hidrometandlicas. En la fase inicial se registra la maxima
productividad debido a que, durante los primeros minutos, la extraccion de los analitos es muy
rapida y la pendiente de la curva de rendimiento acumulado es muy pronunciada.
Posteriormente, en la fase intermedia o de transicion, la velocidad de extraccion disminuye
progresivamente con el paso del tiempo, pasando a ser un proceso controlado
predominantemente por los fendmenos de difusion interna. Finalmente, en la fase de
saturacion o productividad cero, se alcanza un régimen estacionario donde la curva se vuelve
completamente plana. En este punto, el sistema llega al equilibrio de solubilidad o se produce
el agotamiento de la matriz. Por lo tanto, prolongar el tiempo de operacion reduce de forma
drastica la productividad global del proceso, incrementando el gasto energético total sin
aportar una ganancia significativa en la recuperacién de compuestos fendlicos.
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Figura 14. Evolucion de la productividad del proceso de extraccion de compuestos fendlicos en MeOH
T-H en 24 horas. Letras distintas denotan que presentan diferencias estadisticamente significativas (p
< 0,05) respecto al rendimiento total.

Para considerar el tiempo de extraccién en la comparacion en el rendimiento de extraccion
entre las diferentes extracciones llevadas a cabo, en la Figura 15 se representa la
productividad en el tiempo 6ptimo obtenido para cada uno de los tratamientos. La MAE obtuvo
el valor mas alto (10,5 + 0,1 mg/100 g b.s. - min), seguida por la subW con (7,5 £ 0,3 mg/100
g b.s. - min). En contraste, la UAE registré la menor productividad de todo el estudio (3,0 £ 0,1
mg/100 g b.s. - min), situandose incluso por debajo de la productividad alcanzada mediante
los métodos convencionales.
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Figura 15. Representacién grafica de la productividad en las distintas tecnologias utilizadas a tiempo
optimo. Las barras con letras distintas denotan que presentan diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05).

En conjunto, los resultados sugieren que las técnicas que emplean temperaturas elevadas y
mecanismos de extraccion mas intensivos, como MAE y subW, favorecen significativamente
la productividad del proceso en comparacién con los métodos convencionales o realizados a
menor temperatura.
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4.5.3 Consumo energético a escala de laboratorio de los métodos de extraccion.

Al evaluar el consumo especifico de energia para cada proceso (Figura 16), se evidencian
notables discrepancias entre las tecnologias asistidas y los métodos convencionales. Este
analisis constituye un factor critico para determinar la sostenibilidad y la viabilidad a escala
industrial de los procesos de obtencion de compuestos bioactivos. En este sentido, los datos
experimentales revelan diferencias estadisticamente significativas entre los cuatro métodos
evaluados para la recuperacion de la fraccion fendlica.
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Figura 16. Consumo energético especifico de extracciéon de compuestos fendlicos en funcion del
método empleado a tiempo 6ptimo (MeOH 80% a 50 °C% aE a 130 °C, MAE a 130 °C y UAE a 52 °C).

El método convencional (MeOH 50 °C) exhibe el mayor consumo energético con un valor de
0,259 kWh/mg. Este elevado consumo se asocia habitualmente a los largos tiempos de
extraccién y a la menor eficiencia en la transferencia de masa que caracterizan a las técnicas
tradicionales de extraccion con mezclas hidroalcohdlicas.

A pesar de que subW exhibié un menor rendimiento de extraccién y una velocidad de
extraccion ligeramente inferiores a los alcanzados con MAE, la eficiencia energética fue
superior. La extraccion con agua subcritica (130 °C) redujo el consumo especifico de energia
en un 95,37% frente a la extraccion con metanol y agua, alcanzando el valor 6ptimo de 0,012
kWh/mg. Este comportamiento se atribuye a las propiedades del agua en las condiciones de
trabajo que implican una mayor eficacia en la extraccion. Por su parte, la UAE (52 °C) y la
MAE (130 °C) logran reducciones muy similares del 89% frente a la extraccion tradicional,
demostrando que ambas tecnologias consiguen una optimizacién de la relacién entre el gasto
eléctrico y la recuperacién de bioactivos.

5. CONCLUSIONES

El empleo de hojas humedas maximiza el rendimiento fendlico total mediante una mayor
extraccion de luteolina-7-O-glucésido y luteolina. En contraste, el secado previo optimizo la
extraccion de oleuropeina. Por otro lado, la trituracion de la biomasa rompe la estructura del
tejido vegetal y aumenta la superficie de contacto, lo que favorece la transferencia de masa e
incrementa en un 6% la extraccién de compuestos fendlicos totales. Finalmente, la mezcla
hidrometandlica maximiz6 el rendimiento de extraccion (283 £ 2 mg/100 g b.s.) debido a la
mayor polaridad, constante dieléctrica y menor tamarno molecular del metanol; no obstante, el
sistema hidroetandlico se consolida como una alternativa sostenible, verde y de baja toxicidad,
con una eficiencia muy cercana y viable para el proceso global.

En términos de rendimiento de extraccion global, la MAE condujo a los mejores resultados
con un total de 320 + 3 mg de compuestos fendlicos por cada 100 g de b.s en tan sélo 30
minutos, logrando ademas duplicar los rendimientos de compuestos mayoritarios clave como
la luteolina-7-glucdsido (90 £ 4 mg/100 g b.s.) y la oleuropeina (89,6 + 0,7 mg/100 g b.s) en
comparacion con la metodologia tradicional.
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Por otra parte, la extraccion con agua subcritica (130 °C) se establecié como el tratamiento
optimo en cuanto a eficiencia energética. Este método registré el indice de consumo
especifico mas bajo del estudio, requiriendo 0,012 kWh por cada miligramo de polifenol
extraido, lo que representa una optimizacion del 95,37% respecto al proceso convencional.

En contraposicion, la UAE a 52 °C demostro ser una alternativa poco eficiente para esta matriz
vegetal especifica. A pesar de registrar un bajo gasto eléctrico, las fuerzas fisicas de la
cavitacion acustica a baja temperatura resultaron insuficientes para romper la estructura
celular, arrojando un rendimiento fitoquimico deficiente de solo 102 + 32 mg/100g b.s, un valor
inferior incluso al obtenido de forma tradicional.

Finalmente, se concluye que la MAE a 130 °C representa el balance técnico, econémico y
ambiental mas adecuado para un potencial escalado industrial.
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