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RESUMEN

En este trabajo se ha estudiado el interés que presentan las hojas de olivo en cuanto a
su potencial aprovechamiento como fuente de antioxidantes naturales. El estudio que
se presenta contiene una primera parte basada en la bibliografia publicada sobre el
comportamiento y el perfil fendlico de este subproducto y en los métodos mas
utilizados para la obtencion de los extractos. Como consecuencia de esta revision
bibliografica, se propone realizar un trabajo experimental que, basado en un estudio
previo, utiliza como disolvente agua. El objetivo que se pretende al utilizar agua como
agente de extraccion es reducir la presencia de compuestos coloreados presentes en
la clorofila de las hojas, los cuales son altamente solubles en disolventes alcohdlicos,
de uso generalizado en la obtencion de extractos. Ademas, en el estudio experimental
realizado en este trabajo y con el fin de obtener extractos exentos de color, se ha
llevado a cabo el tratamiento de los extractos acuosos mediante un proceso
combinado de adsorcién con carbon activado y ultrafiltracion con membranas, seguido
de una etapa de concentracion mediante nanofiltracion. La extraccion con agua y el
posterior tratamiento con membranas proporciona extractos acuosos concentrados,
ricos en compuestos antioxidantes hidrosolubles como oleuropeina e hidroxitirosol,
listos para ser liofilizados y obtener extractos secos y estables para su conservacion y
posterior uso como ingredientes alimentarios. La principal ventaja de esta propuesta
tecnolégica es la sustitucién de la etapa de evaporacion a vacio, etapa lenta y de
elevado consumo energético, por tecnologias limpias con membranas, y la obtencién
de extractos estables y sin color. Debido a las circunstancias del estado de alarma por
la pandemia del coronavirus, la experimentacion realizada no se ha podido concluir,
por lo que tan solo se presentan en este trabajo conclusiones parciales que, sin
embargo, pueden proporcionar una orientacion para futuros estudios.

Palabras clave: Extraccion de antioxidantes naturales, hidroxitirosol, oleuropeina,
hojas de olivo, membranas, carbén activado.

1. INTRODUCCION

Los subproductos y desechos del procesado de alimentos vegetales representan un
problema ambiental importante en los paises mediterraneos, y son fuentes de
compuestos bioactivos de valor agregado llamados fitoquimicos o metabolitos
secundarios.

Entre estos subproductos se encuentran las hojas de olivo (subproductos del cultivo
del olivo y de las almazaras), generadas principalmente en la poda de los arboles
durante la cosecha y procesado de las aceitunas [1], representando alrededor del 10%
del total del peso de las aceitunas que llegan al molino.

Antiguamente, las hojas de olivo se usaron como alimento para animales, donde se
comprobaron efectos saludables al reducir la presion arterial y aumentar el flujo
sanguineo en las arterias coronarias, aliviando la arritmia y evitando espasmos [2].

Los principales factores que influyen en la actividad antioxidante durante el
almacenamiento son la temperatura y la luz. Para ello, se utilizan atmésferas
controladas como el nitrégeno y la ausencia de luz [3]. También se tiene en cuenta el
tiempo de almacenamiento. En este sentido se ha demostrado que la oleuropeina
(compuesto bioactivo) es bastante estable en extractos de metanol durante 30 dias, y
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después comienza a degradarse. Sin embargo, el extracto acuoso es estable los
primeros 7 dias y se degrada completamente después de 17 dias [4].

Existen muchos métodos para la extraccion de antioxidantes de las hojas de olivo,
siendo el mas comun la extraccién con disolventes. Los disolventes mas utilizados
para la extraccién de oleuropeina y los compuestos bioactivos de las hojas de olivo
son metanol puro, mezclas metanol-agua y hexano. Sin embargo, la toxicidad de
ambos disolventes limita su explotacion industrial para uso humano [5].

En este contexto, se han adoptado varias técnicas para la recuperacion de polifenoles
de las hojas de olivo, como la aplicacion de tecnologias de membrana para la
separacion, purificacion y concentracion de compuestos bioactivos de soluciones
acuosas. Los procesos de membrana han sido investigados por su alta eficiencia en la
concentracion de compuestos fendlicos, debido la baja temperatura de funcionamiento
y consumo minimo de energia [6].

1.1. Compuestos presentes en la hoja de olivo
En la Tabla 1 se muestra la composicion quimica promedio de las hojas de olivo [7],

considerandose una fuente natural rica en nutrientes valiosos como carbohidratos,
sales minerales y proteinas.

Tabla 1. Composicién quimica promedio de las hojas de olivo.

Humedad Proteina Lipidos (mﬁﬁglr;?:s) Carbohidratos
(g/100¢g (g/100g (g/100¢g (g/100¢g
: : : (g/100g¢g :
de hojas de hojas de hojas d . de hojas
e hojas
frescas) frescas) frescas) frescas)
frescas)
Hoja de
olivo 49,8 7,6 1,1 4,5 37,1

Los principales compuestos fendlicos presentes en la hoja de olivo se pueden agrupar
en 5 categorias y son los siguientes [2]:

- Oleuropedsidos (oleuropeina y verbascoésido).

- Flavonas (luteolina-7-glucésido, apigenina-7-glucésido, diosmetin-7-glucdsido,
luteolina y diosmetin).

- Flavonoles (rutina).

- Flavan-3-oles (catequina).

- Fenoles sustituidos (tirosol, hidroxirosol, vainillina, acido vanilico, &cido
cafeico).

En los compuestos fendlicos la actividad antioxidante esta influenciada principalmente
por el nimero y posicion de los grupos hidroxilo libres en su estructura. En el caso de
los flavonoides presentes en las hojas de olivo, la actividad antioxidante esta
influenciada por la presencia de grupos funcionales en su estructura, principalmente el
catecol de anillo B, el grupo 3-hidroxilo y el enlace 2, 3-doble conjugado con la funcion
4-oxo (Figural).
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B-ring catechol

hydroxyl group

Figura 1. Estructura quimica de la molécula de apigenina-7-glucésido.

La oleuropeina pertenece a un grupo especial de compuestos fendlicos llamados
secoiridoides que se producen a partir del metabolismo secundario de los terpenos
como precursores de alcaloides indolicos [8]. La estructura quimica de la oleuropeina
estad compuesta por tres subunidades: un glucdsido, un monoterpeno y el hidroxitirosol
(Figura 2).

Hidroxitirosol

Acido elendlico

Glucosa

* H en tirosol y ligstrésido

Figura 2. Estructura quimica de la molécula de oleuropeina.

Este compuesto tiene especial interés por su caracter antioxidante. Aporta grandes
beneficios para la salud por su capacidad cardioprotectora, reduciendo la presion
arterial y dilatando las arterias coronarias, ya que inhibe la oxidacion del colesterol que
es transportado por lipoproteinas de baja densidad (LDL). Ademas, hay estudios que
demuestran su actividad antiinflamatoria y anticancerigeno, teniendo efectos
neuroprotectores [9].

Esta considerado un agente microbiano capaz de combatir a gram +, gram — y
micoplasma. Es un antioxidante de gran potencia, el cual destruye radicales libres e
inhibe la propagacion de la oxidacion. Actlda como antinflamatorio, impidiendo el
desarrollo de actividad lipoxigenasa y frena la produccién de leucocitos, factores
beneficiosos para enfermedades como el asma o alergias [10].

Por ello, es de gran interés la extraccion de este compuesto de las hojas de los olivos,
donde se encuentra en concentraciones de hasta 500 mg/g de extracto seco de hoja.
La obtencién de extractos de oleuropeina de hojas de olivo permite su empleo en la
industria alimentaria para enriquecer alimentos o bebidas, o para ser empleados como
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suplementos nutricionales. La oleuropeina se puede encontrar, aparte de en el olivo
(Olea europaea), en otras especies de Fraximus, Syringa, Philyrea y géneros de
Ligustrum [11].

A lo largo del proceso de maduracion, la oleuropeina se transforma en hidroxitirosol,
metabolito de la oleuropeina que determina la capacidad antioxidante de la molécula.
El hidroxitirosol es un alcohol fendlico y uno de los derivados de la oleuropeina con
buenas propiedades antioxidantes. A diferencia de la oleuropeina, que esta presente
en altas cantidades en frutos y hojas de olivo sin procesar, el hidroxitirosol es mas
abundante en frutas procesadas y en el aceite de oliva. La disminucion de oleuropeina
y el aumento de la concentracién de hidroxitirosol ocurre debido a reacciones quimicas
y enziméticas durante la maduracion de la fruta o como resultado del procesado de la
aceituna [12]. En la Figura 3 se muestra la estructura quimica del hidroxitirosol.

OH

HO
OH

Figura 3. Estructura quimica de la molécula de hidroxitirosol.

El hidroxitirosol también se puede aislar agregando &cido para hidrolizar los fenoles
complejos nativos en las hojas de olivo, como la oleuropeina, y su recuperaciéon
posterior mediante extraccion liquido-liquido [1].

1.2. Perfil fendlico de las hojas de olivo por HPLC

El perfil fendlico de las hojas de olivo se ve afectado por varios factores agronémicos y
tecnoldgicos, como la edad de las hojas, el grado de madurez, el origen geogréfico, la
forma de cultivo, la proporcion de ramas en el arbol, el contenido en humedad, el
grado de contaminacién del suelo y los procesos industriales empleados para la
extraccion, afectando al contenido de oleuropeina en las hojas [13].

La oleuropeina de las hojas de olivo es muy abundante en la etapa temprana en frutos
jovenes, y disminuye rapidamente a lo largo del proceso de maduracién. Esta
degradacién gradual de envejecimiento se debe a la enzima R-glucosidasa [14]. El
color verde intenso, propio de la etapa de desarrollo, corresponde con el mayor
contenido de oleuropeina y potencial antioxidante, mientras que las hojas verde-
amarillentas y notablemente amarillas poseen un contenido menor de oleuropeina. Sin
embargo, no esta influenciada por el periodo de recoleccién, al no existir una
diferencia sustancial entre las hojas recolectadas en primavera y otofio [15].

La oleuropeina es una molécula de alto interés analitico que, en su mayoria, se ha
estudiado a través de técnicas cromatografias y espectroscdpicas. Antes del analisis
por HPLC, es necesario aislar los componentes de interés de la matriz soélida,
normalmente mediante extraccién con disolventes.

Para la separacion de compuestos fendlicos, algunos investigadores han utilizado el
método estandar externo, principalmente para la cuantificacion de esos compuestos
en los extractos de hoja de olivo [2]. Otros investigadores utilizaron el método estandar
interno para determinar compuestos fendlicos en extracto de hoja de olivo [16],
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empleando la cumarina como patrén interno para determinar la concentracion de
oleuropeina.

Estudios sobre la actividad antioxidante, utilizando el método de valoracion del radical
DPPH, muestran el siguiente orden para los compuestos fenélicos contenidos en la
hoja de olivo: &cido cafeico > rutina > oleuropeina > vainillina [17].

Asimismo, se ha demostrado que los flavonoides presentes en la hoja de olivo
contribuyen un 13-27% a la capacidad antioxidante de los extractos, siendo el luteolin-
7-glucésido uno de los flavonoides méas activos. En general, se ha demostrado una
correlacion directa entre la capacidad antioxidante de los extractos de hojas y el
contenido total de fenoles [18].

En la Tabla 2 y en la Figura 4 se muestra el resultado de la composicién de los
extractos de hoja de olivo, utilizando como disolvente un 80% de etanol acuoso,
valorados por cromatografia liquida HPLC-DAD [19]. La deteccion se registré a 245
nm, 280 nm, 330 nm, 340 nm y 350 nm. Un total de 15 compuestos fueron
identificados, siendo los compuestos mas abundantes la oleuropeina (pico 8) con un
44,31% del contenido fendlico total, seguida de luteolin-4-O-glucésido (pico 9) con un
12,63%, luteolin-7-O-glucésido (pico 7) con un 11,72%, apigenina-7-O-glucosido (pico
10) con un 8,85% Yy rutina (pico 6) con un 8,24% del contenido fendlico total. Los
compuestos fendlicos vainillina, acido o-cumarico y acido p-cumarico estan presentes
en cantidades traza. Los picos (16, 17, 18) detectados en los extractos no fueron
identificados.

Tabla 2. Tiempo de retencién y concentracion de los principales compuestos fendlicos
presentes en extractos de hoja de olivo con 80% etanol acuoso [19].

Peak no Compound Name Retention time (minutes) | Concentration (mg/kg dry matter) | % Absolute
1 Hydroxytyrosol 5.5 919+60 179
2 Tyrosol 73 312+8 0.61
3 Caffeic acid 103 75£7 0.15
4 Ferulic acid 15.7 524+19 102
5 Verbascoside 17.4 2406£117 470
6 Rutin 194 422175 824
7 Luteolin-7-0-glucoside 20.1 6003£63 11.72
8 Oleuropein 214 22708£168 4431
9 Luteolin-4-0-glucoside 23.1 6471+209 1263
10 Apigenin-7-0-glucoside 233 4537£99 8.85
11 Luteolin 273 820+141 1,60
12 Apigenin 30.1 2245141 438
13 Vanllin 12.0 <0.02
14 P-coumaric acid 13.6 <0.02
15 O-coumaric acid 17.2 <0.02
16 unknown 13
17 unknown 14
18 unknown 28.5

* Concentrations are expressed as mean =SEM (n=3), absolute% was expressed as percentage of individual phenolic

compounds in the total extracts
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Figura 4. Perfil de HPLC del extracto de hoja de olivo (Cultivar 'Frantoio’) obtenido con etanol
acuoso al 80% como disolvente: relacién solido / liquido de 30 mg / mL y temperatura de 40 *
0,5 °C (1) hidroxitirosol; (2) tirosol; (3) acido cafeico; (4) acido ferulico; (5) verbascésido; (6)
rutina; (7) luteolina 7-O-glucdsido; (8) oleuropeina; (9) luteolina-4-O-glucésido; (10) apigenina
7-O-glucésido; (11) luteolina; (12) apigenina; (13) vainillina; (14) acido p-cumarico; (15) &cido o-
cumarico; (16) (17) (18) desconocido. La deteccidn se realizdé a 280 nm y 330 nm [19].

El analisis HPLC-DAD del extracto de hoja de olivo utilizando agua hirviendo [19] solo
permitié la identificacion de 12 compuestos fendlicos (Figura 5): hidroxitirosol, tirosol,
acido cafeico, 4cido p-cumarico, acido ferulico, verbascésido, oleuropeina, luteolina 7-
O-glucdsido, rutina, apigenina-7-O-glucésido y luteolina 4-O-glucosido.
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El extracto de hoja de olivo obtenido utilizando agua hirviendo (infusién) tuvo un perfil
(Tabla 3) en el que la oleuropeina (pico 8) era el compuesto mas abundante, con un
35,71% del total de compuestos identificados. El acido cafeico fue el compuesto
menos abundante, correspondiente al 0,53% del total de compuestos fendlicos. Otros
compuestos fendlicos principales son luteolina 7-O-glucésido (26,21%), luteolina 4-O-
glucésido (10,84%), verbascoésido (6,67%) y rutina (7,33%). La vainillina se detect6 en
cantidad traza (<0,02%).

Tabla 3. Tiempo de retencién y concentracion de los principales compuestos fendlicos
presentes en la infusién de hoja de olivo [19].

Peak no Compound Name Retention time (minutes) | Concentration (mg/kg dry matter) | % Absolute
1 hydroxytyrosol 5.5 411=11 1.75
2 Tyrosol 13 222427 0.95
3 Caffeic acid 10.3 124422 0.53
4 Ferulic acid 157 39516 1.68
5 Verbascoside 17.4 1564+16 6.67
6 Rutin 19.4 1720+226 7.33
7 | Luteolin-7-O-glucoside 20.1 614648 26.21
8 Oleuropein 214 8375+105 35.71
9 | Luteolin-4-O-glucoside 231 2543£16 10.84

10 | Apigenin-7-O-glucoside 234 1136=187 484
11 P-Coumaric acid 13.6 509+6 217
12 Vanllin 12.0 <002
13 unknown 6.1
14 unknown 11.2

*Concentrations are expressed as mean =SEM (n=3), absolute% was expressed as percentage of individual

phenolic compounds in the total extract

] “ ,I\ _“ 280 nm

Intensity (mAU)
1

Time (minutes)
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Figura 5. Perfil de HPLC del extracto de hoja de olivo (cultivar 'Frantoio") obtenido con agua
hirviendo (1) Hidroxitirosol; (2) tirosol; (3) acido cafeico; (4) acido ferdlico; (5) verbascosido; (6)
rutina; (7) luteolina 7-O-glucésido; (8) oleuropeina; (9) luteolin-4-O-glucésido; (10) apigenina 7-

O-glucdsido; (11) acido p-cumarico. La deteccion se realizé a 280 nm y 330 nm [19].

El compuesto mas abundante en ambos estudios fue la oleuropeina, con un 44,31%

cuando se emplea etanol acuoso (80%) como disolvente y un 35,71% en agua
hirviendo.

2. OBJETIVOS DEL TRABAJO

2.1. Objetivo general

Estudiar los avances cientificos en la obtencion de extractos naturales de hoja de
olivo, y proponer lineas de investigacion que utilicen tecnologias de membrana para
concentrar estos extractos ricos en compuestos antioxidantes como hidroxitirosol y
oleuropeina.

2.2. Objetivos especificos

La consecucion del objetivo general se ha planteado mediante una metodologia que
comprende los siguientes objetivos especificos.

» Revision bibliografica sobre el interés y la obtencibn de extractos
naturales de la hoja de olivo.

> Propuesta de un nuevo proceso que parte de un extracto natural acuoso
y utiliza tecnologias de membranas combinadas con carbén activado
(CA). En concreto se estudiara una etapa de decoloracion mediante un
proceso combinado de ultrafiltracion con CA, seguido de una etapa de
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concentracion mediante nanofiltracion y posterior liofilizacion. Se
pretende con esta tecnologia eliminar la etapa de evaporacion a vacio, de
alto consumo energético, que es necesaria en el tratamiento de extractos
obtenidos con disolventes orgénicos o alcoholes, previa a la etapa de
liofilizacion.

» Otros objetivos formativos: aplicacion de técnicas analiticas para el
andlisis de los extractos de hojas de olivo, analisis de datos y elaboracién
de conclusiones, entre otros.

3. ANTECEDENTES
3.1. Extraccion de compuestos fendélicos de hojas de olivo
3.1.1. Secado de las hojas de olivo

La hoja de olivo fresca generalmente necesita secado y molienda antes de la
extraccion. El secado se lleva a cabo para eliminar el agua de las hojas protegiéndolas
asi contra el deterioro y la degradacion por acciéon enzimatica. Al moler las hojas
secas, se reduce el tamafio de particula y se facilita la entrada del disolvente en las
células de las hojas. De esta forma se mejora la eficacia y la capacidad de extraccion.

Algunos investigadores han estudiado el secado al aire, secado por microondas y la
liofilizacion.

El secado al aire puede darse a temperatura ambiente o temperaturas elevadas
durante diferentes periodos de tiempo. Se necesita un control cuidadoso de la
temperatura durante el secado, ya que puede causar degradacion de los polifenoles
[5]. Malik y col. [4] estudiaron que el secado al aire a 25 °C 0 a temperaturas mas
elevadas como 30 °C y 40 °C da como resultado una buena recuperacion de
oleuropeina; sin embargo, el secado a 60 °C produce pérdidas sustanciales de
polifenoles debido a la degradacién de oleuropeina y otros compuestos fenolicos.

La liofilizacion es una forma de evitar la degradacion térmica. Las hojas se congelan
inmediatamente en nitrogeno liquido y se liofilizan antes de la extraccion. La
eliminaciéon del agua a través de la liofilizacibn generalmente no afecta de forma
significativa a los compuestos fendlicos y permite que las muestras se conserven
durante periodos de tiempo mas largos.

Sin embargo, en la etapa de descongelacion de las hojas de olivo congeladas se ha
observado frecuentemente una fuerte reduccién de los niveles de oleuropeina. Este
hecho, posiblemente, se debe a la rotura de la membrana celular durante la
congelacion y, en consecuencia, a la liberacion de enzimas activas degradantes de
oleuropeina durante la descongelacion. Ademas, pequefios errores en el manejo de la
muestra causarian facilmente resultados inconsistentes cuando se congela y se
almacena a -80 °C [4].

Se comprobdé que el secado por microondas evita la hidrolisis del éster de saponinas
gue ocurre durante el secado al aire, reportdndose concentraciones mas altas de
oleuropeina después de usar este método de secado [16].

El secado por infrarrojos ha sido sugerido recientemente como un buen método para
preservar las hojas de olivo porque permite la retencién del color verde de las hojas
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frescas. Mediante secado por infrarrojos se eliminé la humedad de las hojas frescas
(mas del 85% en peso) en un corto periodo de tiempo (que varia entre 162 minutos a
42 °C y 15 minutos a 70 °C). El contenido de fenoles totales en las hojas de olivo
secadas por infrarrojos fue mayor que en las hojas frescas [7].

En general, independientemente del método de secado utilizado, se han encontrado
mayores niveles de oleuropeina en hojas secas que en hojas frescas, probablemente
debido a la conversion de glucosido de oleuropeina en oleuropeina por accion de la B-
glucosidasa presente en las hojas de olivo [8].

3.1.2. Extracciéon

La extraccion con disolventes fue el método principalmente adoptado por la mayoria
de los investigadores para extraer compuestos fendlicos de hojas de olivo. La
extraccion con disolventes es un proceso disefiado para separar compuestos solubles
por difusion desde una matriz sélida hacia una matriz liquida.

La extraccion asistida por ultrasonidos es mas rapida y mas completa en comparacion
con los métodos tradicionales. Puede llevarse a cabo mediante mezcla de la muestra
so6lida molida con el disolvente adecuado utilizando un bafio ultrasénico, donde se
establece la temperatura de trabajo y el tiempo de extracciéon, o mediante el uso de
una sonda ultrasonica donde las variables de operacién son la potencia y el tiempo. El
uso de ultrasonidos puede aumentar el rendimiento de extraccion y acortar el tiempo
de extraccion [20].

La extraccién asistida por microondas es también un método efectivo para acelerar el
proceso y reducir el tiempo de extraccion. Se ha comprobado que la extraccidén
completa de compuestos bioactivos de la hoja de olivo se puede lograr en 8 minutos y
25 minutos cuando se utiliza extraccién asistida por microondas y por ultrasonidos,
respectivamente. La alta recuperacion y los bajos costos de mantenimiento hacen
estos procesos posibles para la implementacién industrial [5].

La extraccion con fluidos supercriticos facilita enormemente el proceso de extraccion y
reduce el tiempo de extraccion debido a la baja viscosidad y alta densidad de fluido
supercritico. También puede minimizar la degradacion al funcionar en ausencia de luz
y aire [13].

Cabe destacar que, tanto el rendimiento de extraccién como la capacidad antioxidante
de los extractos, estan influenciados por el disolvente utilizado y por las condiciones de
operacién. Debido a la diferente polaridad y potencial antioxidante de los compuestos
extraidos, los disolventes mas polares son mas eficaces en la recuperacion
cuantitativa de compuestos fendlicos que los disolventes no polares y el metanol es un
buen disolvente para la extraccion de compuestos fendlicos de hojas de olivo. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que su uso puede alcanzar niveles inaceptables de
toxicidad en los residuos de los extractos finales.

En sustitucion del metanol, el etanol y el agua son los disolventes mas utilizados por
razones de seguridad y abundancia [21]. De Leonardis y col. [1] comprobaron que el
etanol era efectivo como disolvente para la extraccion de los compuestos fenélicos
contenidos en las hojas de olivo, y que el agua tiene un papel importante en el proceso
de extraccion al aumentar la difusion de polifenoles extraibles a través de los tejidos
vegetales [1].
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También hay que tener en cuenta que los cambios en la concentracion de etanol
modifican las propiedades fisicas del disolvente, como densidad, viscosidad dinamica
y constante dieléctrica. La solubilidad de los compuestos también se ve modificada por
cambios en la concentracién de etanol, y esto puede influir en la extraccion de los
fendlicos. En un estudio realizado por Mylonaki y col. [22] para investigar el efecto de
la concentraciébn de etanol en el rendimiento total de extraccibn de compuestos
fendlicos, utilizaron 40%, 50% y 60% etanol (v/v). Los resultados mostraron que la
concentracion de etanol en el medio tenia efecto bifasico, ya que un nivel intermedio
de etanol (50%) parecia proporcionar el menor rendimiento. En contraste, las
tendencias observadas al disminuir o aumentar la concentracién de etanol indicaron
gue la extraccion de polifenoles fue favorecida en ambos casos. Esto se debe a que
muchos de los compuestos fendlicos de la hoja de olivo son glucésidos, y se puede
suponer gque su solubilidad puede ser mayor en mezclas del 40% de etanol (v/v) que
del 50% de etanol (v/v). Por el contrario, la oleuropeina, que es menos polar, seria
mas soluble en etanol al 60% (v/v) que al 50% (v/v) [22].

Japoén-Lujan y col. [5] sugirieron que el etanol acuoso al 80% (v/v) era el disolvente
Optimo para la extraccion de los compuestos fendélicos especificos de la hoja de olivo
en sustitucion de disolventes mas toxicos (metanol, éter dietilico, cloroformo) y obtener
asi extractos ricos en compuestos fenélicos bioactivos para uso humano

Lee y col. [17] también informaron acerca de los flavonoides totales y los contenidos
fendlicos fueron significativamente mayores en los extractos con el 80% de etanol
(v/v), butanol y acetato de etilo que los extractos obtenidos con hexano, cloroformo y
agua

La temperatura es uno de los factores que influye significativamente en el rendimiento
de la extraccién, ya que tiene impacto en la solubilidad, la velocidad de transferencia
de materia por difusién y la estabilidad de los compuestos fendlicos. Un aumento de la
temperatura proporciona la disminucion de la viscosidad y el aumento de la velocidad
de difusion. Sin embargo, las altas temperaturas pueden degradar los compuestos
fenolicos.

Diversos estudios muestran el efecto de la temperatura en la extraccion de
compuestos fenolicos de hojas de olivo. Generalmente, el aumento de la temperatura
repercute favorablemente en el requerimiento de un menor tiempo de extraccion.
Cuando se usO etanol como disolvente, el proceso de extraccion se realizé a
temperatura ambiente (uso mas frecuente) o temperaturas de 40 °C durante 24-48
horas bajo agitacién [5].

El pH del medio de extraccion es otro factor a controlar, ya que afecta al grado de
solubilidad e influye en la posible solubilizacién de las fracciones hidrolizables. Para
estudiar la influencia del pH del medio sobre los extractos de hoja de olivo, se
utilizaron como disolventes soluciones acuosas diluidas de &cido clorhidrico e
hidroxido de sodio a pH 2 y pH 12, respectivamente. Al comparar los extractos
obtenidos se demostré que la cantidad de compuestos fendlicos bioactivos extraidos a
pH 12 disminuyé en un 27% para apigenina-7-glucésido, 35% para oleuropeina y
luteolina-7-glucésido y 40% para verbascésido, en comparacion con los valores
obtenidos a pH 8, probablemente debido a la hidrélisis del enlace éster. Sin embargo,
la concentracion de los analitos obtenidos a pH 2 fue similar a la del extracto a pH 8

[5].

La ebullicién de las hojas secas también fue un método muy eficiente para extraer
oleuropeina, resultando en un 96% de recuperacion de este compuesto [4]. En este
estudio, los extractos de hoja de olivo se obtuvieron hirviendo 5 g de polvo de hoja de
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olivo seco en 100 mL o 150 mL de agua. La Tabla 4 muestra las concentraciones
totales de fenoles y oleuropeina en los dos extractos de agua hirviendo. Cuanto mayor
es la relacion sdlido-disolvente, mayor fue la concentracion total de fenoles vy
oleuropeina en el extracto. Sin embargo, si la cantidad de sélido es muy elevada, el
proceso de difusién se ve dificultado y la extraccibn es menos eficaz. Por ello, la
relacion solido-disolvente es uno de los parametros de operacion que requieren ser
optimizados para realizar un proceso eficaz de extraccion.

Tabla 4. Contenido total de compuestos fendlicos y de oleuropeina en el extracto de hoja de
olivo usando agua hirviendo [4].

Condiciones de extraccion Disolvente: relacion Disolvente: relacion
so6lida (20:1) solida (30:1)
- — " —
Contemdo fendlico total' (mg acido 13,39 + 0,13 16,51 + 0,84
cafeico / g de materia seca)
. —
Concentracion de oleuropeina* (mg/ 13225 + 546 18694 + 241

kg materia seca)

*Los resultados se expresan como valor medio + SEM (n=3)

Malik y col. [4] obtuvieron un 50% menos de compuestos fendlicos usando agua como
disolvente que utilizando etanol. Hubo casi un 67% menos de oleuropeina en los
extractos de agua que en los extractos de etanol.

A pesar de que la infusibn es un método tradicional de hacer hierbas medicinales,
conviene tener en cuenta que produce extractos con una concentracion mucho menor
de compuestos fenodlicos importantes, y ademas puede haber degradacion de esos
compuestos durante la ebullicion [5].

3.2. Aprovechamiento de los extractos

Los extractos de hojas de olivo presentan multitud de beneficios, como actividad
antiinflamatoria y antitrombdética, antimicrobiana, antihipertensiva e hipoglucémica,
entre otras. A continuacion, se detallan brevemente estos beneficios.

Ademas de la actividad antioxidante y vasodilatadora, la agregacién antiplaguetaria y
los efectos antiinflamatorios de la oleuropeina y el hidroxitirosol se han empleado en
modelos preclinicos experimentales, demostrando inhibir la oxidacién inducida por
sulfato de cobre de lipoproteinas de baja densidad.

Gracias a la actividad antimicrobiana, la hoja de olivo puede ayudar en el tratamiento
de una amplia gama de enfermedades infecciosas causadas por bacterias, virus,
levaduras y hongos. El extracto de hoja de olivo se usa para el tratamiento de
infecciones como bronquitis y amigdalitis, infecciones fangicas que ocurren en la
vagina e infecciones virales que producen fiebre. En un estudio in vitro [2], se
descubrié que el tirosol es el mejor compuesto antifingico, seguido de la catequina y
la oleuropeina. Los extractos pueden ser mas beneficiosos que los compuestos
aislados, ya que el componente bioactivo puede cambiar sus propiedades en
presencia de otros constituyentes presentes en los extractos. Por ello, hoy en dia, la
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mayoria de los productos que hay en el mercado se hacen directamente con hojas
recién cortadas, ya que proporcionan todo el espectro natural de biofenoles y se
maximizan los beneficios para la salud.

En un estudio preclinico [2] se ha demostrado la accion profilactica del extracto de hoja
de olivo para reducir la presion sanguinea. Mediante ensayos in vivo se ha verificado
el efecto antihipertensivo de la hoja de olivo, al disminuir la presiéon arterial. Las
acciones antihipertensivas y reductoras del colesterol han sido confirmadas en
humanos a través de este estudio.

Gonzalez y col. [23] informaron que la actividad hipoglucémica maxima se obtuvo de
las muestras recolectadas en los meses de invierno. Uno de los compuestos
responsables de esta actividad fue el oleuropedsido, que mostré actividad a una dosis
de 0,16 g/kg. Este compuesto también demostré actividad antidiabética en animales
con diabetes inducida por aloxana. La actividad hipoglucémica de este compuesto
puede ser el resultado de dos mecanismos: la potenciacion de la liberacion de insulina
inducida por glucosa y el aumento de la absorcion periférica de glucosa.

La hoja de olivo también es astringente y antiséptica. El extracto de hoja de olivo es
beneficioso para el tratamiento del resfriado comun, la tos y la gripe. Garcia-Villalba y
col. [24] investigaron la biodisponibilidad y el metabolismo del extracto y sugirieron que
las mujeres posmenopausicas podrian ser una poblacién objetivo para la ingesta de
compuestos fendlicos de oliva en la prevencion de procesos relacionados con la edad
y el estrés oxidativo, como la osteoporosis.

Debido a todos estos beneficios, los extractos de hoja de olivo estan teniendo gran
interés para enriquecer aceites comestibles. En concreto, se ha estudiado el uso de
extracto de hoja de olivo nanoencapsulado para controlar la estabilidad oxidativa del
aceite de soja [2].

4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Materiales y métodos

Los experimentos se llevaron a cabo con hojas de olivo suministradas por la
cooperativa Pagos de Benaval, procedentes de olivos de la variedad Serrana de
Espadan (Olea europaea var. Serrana de Espadan), endémicos del Parque Natural de
la Sierra de Espadan (Castell6n).

Los reactivos quimicos utilizados en los experimentos y analisis del presente trabajo
fueron los siguientes: carbén activado en polvo Norit (Norit 97876, Sigma-Aldrich),
acetato de sodio (99%, Merck), 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ, >99,9%, Sigma-
Aldrich), reactivo de Folin-Ciocalteu (>99,9%, VWR Chemicals), acido galico (>97.5%,
Sigma-Aldrich), carbonato sddico (>99,9%, VWR Chemicals), cloruro de hierro (lll)
hexahidratado (>99,9%, Panreac), acido clorhidrico (37%, Acros Organics), sulfato de
hierro (Il) heptahidratado (>99%, Merck).

Para todos los analisis y métodos se utilizé agua ultrapura Tipo | Milli-Q (Merck-
Millipore), obtenida a partir de agua destilada Tipo Il mediante un equipo de
purificacién Ecomatic 3L DP50L (Wasserlab).
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4.2. Membranas

En los experimentos de ultrafiltracién (UF) se utilizd una membrana ceramica tubular
de TiO2 con un corte molecular nominal de 100 kDa. Las experiencias de nanofiltracion
(NF) se realizaron con una membrana polimérica plana. Las caracteristicas de ambas
membranas se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas de las membranas utilizadas en este trabajo.

Peso molecular

Membrana Fabricante Proceso Material Geometria érrﬁ% nominal limite,
NMWL (Da)
NF270 Dow-Filmtec NF Poliamida Plana 14,6 270
UF100 Tami UF TiO2 Tubular 47 100000

4.3. Métodos analiticos

4.3.1. Cuantificacion de compuestos de interées

En todos los métodos y procedimientos se utilizaron viales de color topacio, con el fin
de evitar la posible oxidacién y degradacion de los extractos a causa de la luz. Todas
las muestras se homogeneizaron en un vortex (VWR Mixer Mini Vortex) para asegurar
la correcta reaccién de los compuestos. Los reactivos y las muestras se pesaron en
una balanza analitica Precisa 125 A (+ 0,0001 g). Los métodos utilizados se describen
brevemente a continuacion.

>

>

La concentracion de compuestos antioxidantes, flavonoides y fenoles totales se
determind mediante espectrofotometria UV-Vis midiendo la absorbancia a 475
nm, utilizando un espectrofotbmetro Hitachi U-2000 de doble haz vy
microcubetas de cuarzo de 1 cm de ancho.

Capacidad antioxidante (método FRAP). Con este método se determina el
poder reductor de las muestras (extractos de hojas de olivo secas en este
caso). Se basa en la capacidad de reducir el Fe (lll) hasta Fe (Il) [25]. El
reactivo FRAP se prepardé mezclando 25 mL de acetato sédico 0,3 M a pH 3,6
(pH-metro Crison GLP 21), 2,5 mL de TPTZ 10 mM disuelto en HCI 40 mM, 2,5
ml de FeCl; 20 mM y 3 mL de agua Milli-Q. Se mezclaron 30 yL de muestra
con 970 uL de reactivo FRAP. La reaccion tiene lugar tras la incubacion de las
muestras durante 30 minutos a 37 °C en un bafio termostatizado (Ultraterm,
Selecta). Se midi6 la absorbancia a 593 nm, utilizando FeSO4 como patron
para el calibrado (R? = 0,9998). Cuanto mayor es la cantidad de antioxidantes
en la muestra, mayor coloracién azul presenta, y por tanto mayor absorbancia
[26]. La capacidad o actividad antioxidante (AA) de la muestra se expresa
como mg FeS0./g hojas de olivo secas.

Fenoles totales (TPC). La concentracion de fenoles totales se llevé a cabo
mediante el método de Folin-Ciocalteu, que se basa en una reaccién 6xido-
reductora entre el reactivo de Folin-Ciocalteu (se reduce) y los polifenoles
presentes en la muestra (se oxidan) [27]. Se mezclaron 20 yL de muestra, 3,2
mL de agua destilada, 200 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 600 pL de
carbonato sédico 1,9 M. Se dejo reaccionar durante 2 horas a temperatura
ambiente y en ausencia de luz. La absorbancia se midi6 a 760 nm, utilizando
acido galico como patrén para el calibrado (R? = 0,9981). La concentracion de
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fenoles totales de la muestra se expresa como mg de equivalentes de acido
galico (GAE)/g hojas de olivo secas.

4.4. Equiposy procedimiento experimental
4.4.1. Preparacion de la muestra

Las hojas de olivo suministradas por la cooperativa Pagos de Benaval se secaron a
temperatura ambiente durante varios dias para minimizar su contenido de humedad.
Posteriormente se separaron las hojas de las ramas y del resto de materiales y se
procedié a su molienda y tamizado, utilizando un molino Retsch SM100, hasta una
granulometria final < 500 um, para mejorar el proceso de extraccion de los
compuestos de interés (oleuropeina y otros compuestos fendlicos) presentes en las
mismas. Se obtuvieron 120 g de hojas molidas y tamizadas.

4.4.2. Extraccion sélido-liquido

Los experimentos de extraccion sélido-liquido se llevaron a cabo en un agitador orbital
(Incubator Shaker, modelo G25, New Brunswick Scientific Co.), utilizando en este caso
agua como disolvente. La extraccion se realizé en matraces Erlenmeyer de 500 mL de
capacidad, bajo las siguientes condiciones de operacion: temperatura de 30 °C,
velocidad de agitacion de 150 rpm, tiempo de extraccion de 18 horas y relacion
masa/volumen de 30 g hojas de olivo/L de agua.

El extracto obtenido se sometid a centrifugacion y posterior filtracion a vacio del
sobrenadante, utilizando papel de filtro Whatman de 0,45 mm con el fin de separar las
particulas soélidas. El volumen de extracto obtenido fue de 350 mL, el cual se guard6
en botes de vidrio color topacio para evitar la fotooxidacidon de sus componentes y se
conservo en congelacion a —18 °C hasta su uso posterior.

4.4 3. Decoloraciéon del extracto mediante adsorcidén con
carbon activado y ultrafiltracion

En la Figura 6 se muestra una fotografia del dispositivo utilizado en el proceso
combinado de adsorcion con carbon activado (CA) y ultrafiltracion (UF). La
alimentacion que contiene el extracto con carbdn activado se recircula a lo largo de la
membrana tubular, separdndose de forma continua una corriente de permeado,
mientras que el retenido retorna al tanque.

En este caso, se realizaron experimentos previos con agua Milli-Q, y se acondiciond la
membrana utilizando 200 mL de agua Milli-Q antes de su uso.
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Figura 6. Fotografia del dispositivo utilizado en la decoloracion del extracto acuoso mediante
un proceso combinado de adsorcion con CA'y UF.

Para seleccionar la presion de operacion o6ptima se realizaron una serie de
experimentos previos con carbén activado en agua, a 30 °C, con el fin de medir la
densidad de flujo de permeado (Jp) a diferentes presiones comprendidas entre 0,25 y
1 bar (no mostrado). La densidad de flujo de permeado se calcul6 mediante la
siguiente ecuacion:

Densidad de flujo de permeado (Jp) = LL)Z 1)
t(h)x A(m°)

donde Vp es el volumen de permeado recogido a lo largo del tiempo, t, y A el area
superficial de la membrana.

Una vez seleccionada la presién 6ptima (1 bar) para dicha membrana, se llevé a cabo
el proceso de ultrafiltracion del extracto de hojas de olivo con carbdn activado.

4.4.4. Concentracion del extracto mediante nanofiltracion

El permeado obtenido en la etapa anterior se concentr6 mediante nanofiltracion (NF)
utilizando una celda de alta presién Sterlitech HP4750 Stirred Cell (Figura 7). En este
caso se realizaron experimentos previos con agua Milli-Q, y se acondicion6 la
membrana utilizando 200 mL de agua Milli-Q antes de su uso.

Para seleccionar la presion de operacion Optima se realizaron una serie de
experimentos, operando siempre con una velocidad de agitacion sobre la superficie de
la membrana de 300 rpm y midiendo la densidad de flujo de permeado, Jp, con agua a
30 °C para presiones comprendidas entre 10 y 30 bar (no mostrado).

Una vez seleccionada la presion de trabajo en 20 bar, se procedio6 a la concentracion
del permeado de UF obtenido en la etapa anterior, utilizando la membrana de NF.
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Figura 7. Fotografia del dispositivo utilizado para la concentracion del extracto mediante
nanofiltracion.

4.45. Obtencion de extractos secos mediante liofilizacion

La liofilizacion es un proceso de deshidratacion a alto vacio consistente en eliminar el
agua contenida en una muestra, previa congelacion de la misma, mediante
sublimacion, hasta alcanzar un contenido final de humedad inferior al 2% en peso.

Para la realizacion de estos experimentos se utilizé6 un equipo Labconco Freeze Dry
System (presién de operacion 1,5-10 bar; tiempo de operacion de 48 horas), situado
en el laboratorio de Tecnologia de los Alimentos.

Las muestras liofilizadas fueron el extracto acuoso inicial y el retenido de la etapa de
nanofiltracion. Estas muestras se congelaron a —80 °C durante al menos 12 horas
antes de ser liofilizadas.

Posteriormente se realizO una reconstitucion de ambos extractos liofilizados,
redisolviéndolos en agua con la finalidad de comparar sus propiedades.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron en primer lugar una serie de experimentos en tubos de centrifuga, para
analizar la cantidad de carbén activado (CA) a utilizar y el pH. Se utilizaron 2, 5y 8 mg
de CA por mL de extracto a pH natural (pH = 4,21) y a pH 3. Las muestras se
mantuvieron en el agitador orbital durante 12 h, a 150 rpm y 30 °C. Posteriormente se
centrifugaron y se filtraron para medir su absorbancia a 475 nm. Los resultados
mostrados en la Figura 8a indican un mayor grado de decoloracién a pH 3 y un ligero
aumento con el contenido de CA. Sin embargo, la Figura 8b, que muestra el contenido
de fenoles totales en los sobrenadantes, revela que hay adsorcion de fenoles por el
CA y que ésta es mayor a pH =3 y crece significativamente con la proporcion de CA
afiadido a la muestra. A la vista de estos resultados, se selecciobno como una primera
opcion una proporcion de masa de CA / volumen de extracto de 5 mg/mL.

Pagina 17



60.00 140.00

120.00

50.00 W pH natural W pH natural

pH=3 100.00

40.00 pH=3

80.00
30.00

60.00

Decoloracion (%)

<)
=}
1=}
S

40.00

20.00 I

0.00
2 5 8

mg CA / mL extracto

15
3
TPC (mgécido galico / g hojade olivo)

s

=

3
.

2 5 8
mg CA / mL extracto

Figura 8. Efecto del pH y de la concentracion de carbon activado sobre el grado de
decoloracion (a) y contenido de fenoles totales (b) del extracto acuoso de hojas de olivo.

En las Figuras 9a y 9b se muestra la disminucién de la densidad de flujo de permeado
y el grado de decoloracion de los permeados (a 475 nm) a lo largo del tiempo,
respectivamente, en el proceso continuo de ultrafiltracion con carbdn activado. Los
ensayos se realizaron con una proporcion inicial de masa de CA / volumen de extracto
de 5 mg/mL y a pH = 3. La presion aplicada fue de 1 bar.
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Figura 9. Variacion de la densidad de flujo de permeado (a) y del grado de decoloracién de los
permeados (b) en el proceso continuo de decoloracién del extracto mediante el proceso
combinado de adsorcién con CA 'y UF.

La disminucion de Jp se debe al aumento de la concentraciéon de sélidos (CA) sobre la
superficie de la membrana, como consecuencia de la forma de operacion en modo
concentracion, lo que conduce a un aumento de la resistencia a la permeacion, y, por
tanto, una disminucién en el flujo de permeado con el tiempo de operacion.

El flujo de permeado inicial del sistema de ultrafiltracion fue de 15,952 L/m? h,
disminuyendo gradualmente con el tiempo hasta alcanzar valor 5,62 L/m? h, lo que
supone una reduccién de Jp del 65% durante 500 min de operacién hasta alcanzar un
factor de concentracién en volumen final (FCV = Vo/V,) de 2,5, siendo V, el volumen de
alimentacion inicial y V; el volumen de retenido.

Conviene destacar que el uso de CA en la UF de extractos presenta una importante
ventaja relacionada con el menor ensuciamiento de la membrana. El CA forma una
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capa de adsorbente sobre la superficie de la membrana que impide que determinados
compuestos coloreados alcancen dicha superficie y la ensucien. En ausencia de CA, el
ensuciamiento de la membrana es muy severo y se requieren procesos de limpieza
muy agresivos para su regeneracion, con la consiguiente disminucion de la vida media
de la membrana.

En la etapa siguiente se procedi6 a realizar la concentracion del extracto decolorado
mediante un proceso de nanofiltracion. Para ello se utilizé el dispositivo mostrado en la
Figura 7, utilizando como alimentacion 120 mL del permeado obtenido en la etapa de
decoloracion mediante CA + UF. La presién transmembranal utilizada fue de 20 bar.
La disminucion de la densidad del flujo de permeado durante la etapa de NF se
muestra en la Figura 10. El grado de concentracién alcanzado se corresponde con un
FCV = 2 en un tiempo de 16 min.

Jp(L/h . m2

120
110

100
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

tiempo (min)

Figura 10. Variacion de la densidad de flujo de permeado en la etapa de nanofiltracion.

En nanofiltracion, el valor inicial de Jp fue de 175,973 L/m?hy el valor final de 132,196
L/m? h, lo que supone una reduccion de Jp del 25%. Esta reduccion se debe al
ensuciamiento de la membrana y a la formacion de una capa altamente concentrada
de polifenoles en las cercanias de la superficie de la membrana que produce una
fuerte resistencia al flujo de permeado. En la Figura 11 se muestra una fotografia de la
membrana tras finalizar la operacién de NF. En ella se observa un ensuciamiento leve
gue hace técnicamente viable el proceso de NF. A este respecto, experiencias en el
laboratorio han demostrado la imposibilidad de realizar la NF de extractos
hidroalcohdlicos debido a la gran cantidad de compuestos coloreados, incluso con una
etapa previa de pretratamiento por UF, que colapsan la membrana de NF y hacen
imposible realizar la concentracion.

Conviene recordar que la viabilidad técnica del proceso de NF para la concentracion
del extracto se ve favorecida por dos hechos importantes: el primero por la ausencia
en el extracto acuoso de muchos compuestos coloreados insolubles en agua (extracto
inicial), y el segundo por el uso del permeado decolorado procedente de la etapa
previa de decoloracién mediante el proceso combinado de CA + UF.
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Figura 11. Fotografias de la membrana de NF tras el proceso de concentracion hasta un FCV
=2 (a) y de los permeados y retenidos de NF (b).

El retenido final obtenido tras la concentracién por NF se liofiliz6 para obtener un
extracto seco (retenido NF liofilizado). Este extracto seco fue posteriormente
rehidratado con agua y analizado.

El contenido en fenoles totales (TPC), medido mediante el método Folin-Ciocalteu, y la

capacidad antioxidante analizada mediante el método FRAP de las diferentes
fracciones de los procesos de UF + CA y NF se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Capacidad antoxidante y concentracion de fenoles totales (TPC) de las muestras.

Muestra Capacidad antioxidante o TPC o
(mg FeSO4/g hoja olivo) (mg &cido galico/g hoja olivo)

Extracto inicial 39,43 8,15
Permeado UF 2,89 5,87
Permeado NF 0,56 0,12
Retenido NF 4,77 1,35
Extracto inicial liofilizado 161,25 55,05
Retenido NF Liofilizado 23,62 10,13

En los resultados mostrados en la Tabla 6 se puede observar que el extracto seco
decolorado procedente del retenido de la etapa de NF, una vez liofilizado y
reconstituido en agua, contiene tan solo un 14% y un 18% de la capacidad
antioxidante y del contenido fendlico total (TPC), respectivamente, del extracto seco
acuoso inicial. Esta pérdida de compuestos bioactivos se debe principalmente a los
compuestos adsorbidos por el CA en la etapa de decoloracion, tal como se muestra en
la Figura 7b.

Un resultado sorprendente mostrado en la Tabla 6 es el valor de TPC del retenido de
NF. Este resultado es inferior al TPC del permeado de UF, por lo que siendo la NF un
proceso de concentracion de fenoles, se considera que el resultado de 1,35 mg acido
galico/g de hoja de olivo podria ser &nomalo y requiere ser confirmado.

El principal mecanismo de rechazo de solutos en NF es el tamizado, de tal manera
gue las moléculas de tamafio mayor que el corte molecular de la membrana quedan
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retenidas en un 90%. En el estudio realizado por Khemakhem y col. [6] se obtuvieron
extractos acuosos de hoja de olivo que posteriormente fueron tratados de forma
secuencial por microfiltracion, ultrafiltracién y nanofiltacién. La capacidad antioxidante
aument6 después de realizar la NF, correlacionandose principalmente con los fenoles
totales y oleuropeina contenida en el extracto de hojas de olivo. En este estudio, mas
del 95% de los compuestos fendlicos presentes en extractos de hoja de olivo fueron
retenidos por la membrana de NF. Comparando este resultado con el mostrado en la
Tabla 6, se puede observar que el rechazo ofrecido por la membrana (R = (C-C,)/Cy)
es del 91%, un valor bastante similar al de referencia.

Debido al estado de alarma por la pandemia del Covid-19, la parte experimental ha
guedado inconclusa. De esta manera, varias de las experiencias contempladas en el
disefio inicial no se han podido realizar. Entre ellas la confirmacién del TPC en el
retenido de NF, como ya se ha comentado, la repeticion de experiencias a partir de
extractos iniciales con mayor relacion masa de hoja de olivo / volumen de agua, la UF
del extracto sin CA y la obtencion de los perfiles fendlicos por HPLC de los extractos
secos liofilizados.

6. CONCLUSIONES

Se ha estudiado la extraccibn de compuestos bioactivos de las hojas de olivo,
fundamentalmente fenoles, utilizando agua a 30 °C, y la decoloracién y concentracién
de los extractos mediante una primera etapa de ultrafiltracién con carbén activado (CA
+ UF) y una segunda etapa de concentracion mediante nanofiltracién (NF).

Las principales conclusiones de este estudio experimental, inconcluso debido al
estado de alarma por la pandemia del coronavirus Covid-19, son las siguientes:

» La combinacion de las tecnologias de CA + UF y NF sobre extractos acuosos
permiten la obtencién de extractos sin color y concentrados de compuestos
fendlicos de elevada capacidad antioxidante que pueden ser de interés para su
aplicacion en la industria alimentaria.

» Se ha demostrado la viabilidad técnica de la tecnologia aplicada en este
estudio y por tanto el beneficio econémico que puede representar la obtencién
de extractos secos liofilizados sin requerirse la etapa de evaporacién a vacio,
lenta y de alto consumo energético, pero necesaria cuando se utilizan medios
alcoholicos para la extraccion.

» Se requiere mejorar los resultados finales obtenidos en este estudio (retenido
NF liofilizado) por lo que es necesario la optimizacion de las condiciones de
operacién de cada una de las etapas involucradas: extraccion, decoloracion y
concentracion.

» Los resultados obtenidos permiten orientar una futura experimentaciéon en
relacion con los siguientes aspectos: a) la necesidad de optimizar la
temperatura y la relacion masa soélido / volumen de agua en la etapa de
extraccién, b) la necesidad de realizar la UF del extracto con membranas de
bajo corte molecular sin CA para comprobar la retencion de compuestos
coloreados y el grado de decoloracion de los permeados, ¢) optimizar la etapa
de NF con diferentes membranas y condiciones de operacion.
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