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ABSTRACT

This final degree project shows the experimental results of the recovery of bioactive
substances from wheat bran using enzyme biocatalysts and ethanol-water mixtures as
extraction agents. Wheat bran (WB) was selected because it is an abundant by-product of
wheat flour processing, containing 13-19% high quality proteins with a wide variety of biological
functions and 4-8% polyphenolic compounds with antioxidant and anti-tumour activity.
Ultrasound-assisted extraction and bath extraction were employed as the extraction
techniques. The enzyme biocatalyst was cellulose and a binary mixture of xylanase (40%) and
protease (60%). Ethanol-water solutions were mixtures from 0 wt.% to 100 wt.% ethanol.
Different extraction tests were carried out in order to analyse the effect of extraction agent and
extraction technique on the recovery degree of the polyphenolic and protein fractions from leaf
WB, granulated WB and powdered WB.

The extraction results were quite similar, with minor differences, for the three types of WB
examined. A faster recovery of polyphenols was obtained by ultrasonic-assisted extraction,
compared to bath extraction for all WB and extraction agents. The best recovery of the
polyphenolic and protein fractions was obtained by using the xylanase-protease mixture. Gallic
acid and ferulic acid have been identified as the main phenolic compounds in WB extracts,
with the identification of vanillinic acid and syringic aldehyde in all extracts from powdered WB.
In addition, the protein recovery was similar in the three WB types, with high proportion of
essential amino acids. This amino acid results have confirmed the high food quality of
recovered proteins. It can be concluded that the effect of cellulase enzyme and ethanol did not
improve the recovery of the polyphenolic and protein fractions in either case. However, ethyl
ferulate was the main polyphenolic compound in all ethanol-water WB extracts.

Keywords: wheat bran, phenolic compounds, enzymatic extraction, ultrasounds, antioxidant
capacity

1.- INTRODUCCION

El salvado de trigo (ST) se obtiene como subproducto mayoritario de la molienda del trigo,
representando aproximadamente el 25% del peso del grano y generandose mas de 100
millones de toneladas de salvado de trigo al afio. Es un subproducto valorizable debido a su
composicion, ya que presenta un alto contenido en sustancias bioactivas tales como proteinas
(13-19% en peso) ricas en aminoacidos esenciales y compuestos fendlicos (4-8% en peso)
con elevada funcién antioxidante [1,2]. En la actualidad, se emplea fundamentalmente como
pienso, pero en cantidades limitadas ya que provoca efectos laxantes al ganado [1, 3]. Los
estudios mas recientes de valorizacion de este subproducto van destinados a su utilizacion
en la formulacién de alimentos funcionales, en productos farmacéuticos y en cosméticos,
agregando fracciones molidas del salvado o extractos y liofilizados obtenidos a partir de
etapas de extraccion acida, alcalina o con disolventes organicos [1, 4, 5]. Sin embargo, este
tipo de aplicacion industrial todavia es un reto debido a que es un subproducto que presenta
cambios en su composicion dependiendo de la variedad de trigo, de los métodos de cultivo,
asi como del tipo de proceso de molienda del grano [1, 2, 6].

En cuanto a la fraccion proteica (P) presente en el salvado de trigo, N. De Brier et al. [7] y W.
H. Idris et al. [8] han justificado que las proteinas identificadas en este subproducto son
fundamentalmente albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas, siendo las albuminas y las
glutelinas las méas abundantes, representando un 23,5% y un 25,5% de las proteinas totales
respectivamente. Estas proteinas estan constituidas por un alto nimero de aminoacidos
esenciales y condicionalmente esenciales como la lisina, la arginina y la glicina que les otorgan
propiedades funcionales [9]. Sin embargo, al igual que sucede en el caso de los polifenoles,
la unién de las proteinas con fibras como la lignina, los arabinoxilanos y los beta-glucanos
dificulta su digestibilidad y biodisponibilidad en el salvado de trigo [7, 9].

Por otra parte, los compuestos polifendélicos presentes en el salvado de trigo se dividen en
dos categorias segun su estructura, ya que esta varia segun el nimero y la posicion de los
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grupos hidroxilo en su anillo aromatico [10]. Existen dos grupos de acidos fendlicos,
diferenciados por su estructura: los acidos derivados del acido benzoico (hidroxibenzoicos),
como el 4cido vanillinico, salicilico, siringico y galico, y los &cidos derivados del acido cinamico
(hidroxicinamicos), como el acido ferdlico, el cafeico y el p-cumérico [4, 10, 11]. Este ultimo
grupo, presenta una mayor capacidad antioxidante debido a la presencia del grupo —CH=CH-
COOH en su estructura, a diferencia de los acidos hidroxibenzoicos que presentan un grupo
—COOH [10]. K. H. Kim [10] ha publicado que el mayoritario en este tipo de salvados es el
acido ferulico.

Para los procesos de recuperacion de compuestos bioactivos en productos vegetales se
suelen utilizar disolventes hidroalcohélicos y biocatalizadores enziméaticos [12,13, 14]. En los
procesos de extraccion enzimética (EE), pectinasas, celulasas y proteasas permiten la
liberacién de los compuestos bioactivos al medio con més facilidad y de forma més
econdmica, al romper sus enlaces con los carbohidratos y proteinas de las paredes celulares
a los que se encuentran unidos [13, 14]. En el caso del salvado de trigo hay que destacar que
la fibra del salvado de trigo (10,5% en peso) esta formada por celulosa, arabinosa, xilosa,
otras hemicelulosas con distintas solubilidades y estructuras que permiten su unién a los
distintos compuestos bioactivos que presenta el salvado, especialmente a los polifenoles (PF)
[15]. Es decir, los polifenoles se encuentran unidos a los arabinoxilanos y a la lignina de la
pared celular mediante enlaces esteres y éter [4], siendo necesario para su liberacién utilizar
biocatalizadores enzimaticos sean capaces de atacar a estos enlaces tales como las
xilanasas. En este tipo de extraccion, los parametros mas significativos a optimizar son: el tipo
de enzima, el tiempo de operacion, la temperatura, el tamafio de particula, las condiciones del
sustrato y el tipo de disolvente [14]. Ademas, un proceso de EE requiere una etapa destinada
a inactivar las enzimas después de la extraccion, en la que se suele realizar un tratamiento
térmico de calentamiento del extracto a temperaturas de 80-90 °C, lo cual puede producir una
degradacion de la fraccion proteica recuperada.

Para mejorar los procesos de extraccion, esta técnica se puede combinar con la
ultrasonicacion [16], ya que debido al fendbmeno de cavitacidbn se mejora, en muchos casos,
el contacto entre las fases soélido-liquido. Este fenédmeno de cavitacion aumenta la difusion
interna de las sustancias que se desea extraer del solido y genera roturas en la superficie del
material que aumentan su porosidad. Con la apertura de los poros y la rotura de las paredes
celulares, se incrementa la superficie de contacto de la fase sélida y el disolvente, se facilita
la difusion y se permite una extraccion de las sustancias con mayor rapidez [17]. En el caso
del salvado de trigo, la extraccion asistida por ultrasonidos promueve la rotura celular,
produciendo una mejor lixiviacién de las proteinas de la fibra al actuar sobre los enlaces éter
entre la lignina y las cadenas de hemicelulosa, mejorando la pureza y rendimiento de la
extraccion [16, 17].

Con lo expuesto anteriormente, en este trabajo se va a estudiar la recuperacion de la fraccién
polifendlica y proteica de distintos tipos de salvados de trigo comerciales, utilizando
biocatalizadores enzimaticos y mezclas etanol-agua como agentes de extraccién.

2.- OBJETIVOS

El objetivo principal del trabajo ha sido estudiar la recuperacion de sustancias bioactivas de
distintos tipos de salvados de trigo comerciales, asi como la identificacion de los parametros
de extraccion que facilitan su liberacién a la fase extracto. Este objetivo general se ha
desarrollado siguiendo los siguientes objetivos secundarios:

1. Puesta a punto de las técnicas analiticas espectrofotométricas y cromatograficas para
la identificacion y cuantificacién de la fraccidén fendlica y proteica presentes en los
extractos de salvado de trigo. Determinacion de las curvas de calibrado.

2. Analisis del efecto de la ultrasonicacion, del tipo de salvado y del tipo de enzima en el
proceso de extraccion enzimética y comparacion de los resultados experimentales en
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funcién de la eficacia de extraccion de polifenoles totales, la capacidad antioxidante
del extracto final y el tipo de polifenoles extraidos.

3. Evaluacién del contenido en proteina que presentan los distintos extractos.
Cuantificacion de las proteinas totales y su calidad desde el punto de vista alimentario.

4. Analisis comparativo de los resultados de la extraccion de estas sustancias bioactivas
utilizando como agente de extraccion mezclas etanol-agua. Este estudio experimental
se realizé utilizando un dnico tipo de salvado de trigo (seleccionado en las etapas
anteriores) y con la técnica de extraccion en bafio y asistida por ultrasonidos.

3.- PARTE EXPERIMENTAL

3.1.- MATERIALES

Para la elaboraciéon de este estudio se empleé ST de tres tipos distintos: Hoja, Cuarta y
Tercerilla que, como se observa en la imagen inferior, presentan distintos tipos de
granulometria. Todos fueron proporcionados por la empresa Emilio Esteban S.A (Fig. 1).

(@) (b) (©)

Figura 1. Fotografia del salvado de trigo (a) Hoja, (b) Cuarta y (c) Tercerilla empleados.

A lo largo del proceso experimental se empled: agua destilada, agua Mili-Q, acetato de sodio
anhidro (CH;COONa, EMSURE ®, pureza = 99,0%), acido acético glacial (CHsCOOH,
Panreac, pureza 99,7%), etanol absoluto (HsCCH.OH, VWR Chemicals, pureza 100%) y una
serie de enzimas: celulasa (Cellulase from Aspergillus niger, SIGMA), xilanasa (Xylanase from
Aspergillus niger, BIOCON ESPANOLA, S.A.) y proteasa (Protease from Bacillus subtilis P,
BIOCON ESPANOLA, S.A)).

En las determinaciones analiticas se emplearon los siguientes reactivos quimicos: Folin
Ciocalteu’s reagent (VWR Chemicals), carbonato sédico (Na.COs, Honeywell Fluka, pureza
99,%), acido galico (GAE, patrones Sigma-Aldrich), acetato de sodio anhidrido (CHsCOONa,
Scharlau, pureza 99,0%), acido acético glacial (VWR Chemicals, pureza 100%), acido
clorhidrico (HCI, VWR Chemicals, pureza 37%), 2,4,6-tris.2-piridil-s-triazine (TPTZ, TCI: Tokyo
Chemical Industry Co.), cloruro de hierro (Ill) (FeCls, Merck Millipore, pureza 298,0%), sulfato
de hierro (Il) 7-hidrato (FeS04.7H,0, Panreac, pureza 98%), protein assay reagent A (Bio-Rad
DC Protein Assay), protein assay reagent B (Bio-Rad DC Protein Assay), seroalbimina bovina
(albumin bovine serum low in endotoxins, PROLABO), reactivo 1: solucién “internal standard”
(Norvaline 0,2 mM en N-propanol 10%, EZ: fast Phenomenex ®), reactivo 2: solucion de
carbonato sédico (Na.COs;, EZ: fast Phenomenex ®), reactivo 3A: medio de elucién 1
(Hidroxido sddico, EZ: fast Phenomenex ®), reactivo 3B: medio de elucion 2 (N-propanol, EZ:
fast Phenomenex ®), reactivo 4: solucién organica 1 (cloroformo, EZ: fast Phenomenex ®),
reactivo 5: solucién orgénica 2 (iso-octano, EZ: fast Phenomenex ®), reactivo 6: solucién &cida
(&cido clorhidrico 1 N, EZ: fast Phenomenex ®), SD: mezclas de aminoacidos estandarizadas
(EZ: fast Phenomenex ®).

3.2.- PROCESO DE EXTRACCION

En todos los experimentos, se puso en contacto 10,0+0,1 g (balanza Practum Sartorius,
precision +0,0001 g) de los distintos tipos de salvado mostrados en la Figura 1 con 100 mL de
agente extractante de distinto tipo, pudiendo ser: tamp6n acetato a pH 5,00+0,01 (preparado
con el acido acético glacial y el acetato sodico anhidro), una disolucién de etanol-agua (50:50)
(elaborada con agua destilada y etanol absoluto), una disolucion de proteasa (1,5%) y xilanasa
(1,1%) con tampon acetato a pH 5,00+0,01 y una disolucion de celulasa (10%) con tampén
acetato a pH 5,00+0,01.
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En los experimentos de extraccion por ultrasonidos (Fig. 2) se empled un homogeneizador
de ultrasonidos (Vibra-Cell VCX 500, Sonics & Materials Inc, USA,) equipado con una sonda
de 13 mm de diametro, operando a 100% de amplitud y con un bafio termostatico que operé
a 40 °C de temperatura en el caso de la extraccion con el tampoén acetato y a 60 °C de
temperatura en el caso de la extraccién con la disolucion etanol-agua (50:50).

Las muestras del salvado de trigo con el disolvente se ultrasonicaron durante un tiempo
efectivo maximo de 60-90 min (120-180 min de tiempo real), con ciclos de funcionamiento
alterno de 5 s (5 s ON y 5 s OFF) para evitar el sobrecalentamiento de la muestra. Durante
este periodo se fueron tomaron muestras de 4 mL a intervalos fijados de tiempo. En el caso
de que las muestras contuvieran enzima, se inactivaban inmediatamente durante 2 min en un
bafio con agua a una temperatura de 95-100 °C (bafio termostético Selecta Termotronic).
Posteriormente, todas las muestras se centrifugaron (centrifuga Sorval ST 16R, Thermo-
Fisher Scientific) durante 10 min a temperatura ambiente y a una velocidad de 4500 rpm. Tras
esto, se separo el sobrenadante, con el que se realizaron los andlisis indicados en el apartado
3.3 del presente trabajo.

(a) (b)
Figura 2. (a) Fotografia de la sonda ultrasénica y (b) esquema del tanque de extraccidon empleado en
la extraccion por ultrasonidos. 1. Sonda ultrasénica, 2. Sonda de temperatura, 3. Tanque encamisado
conectado a un bafio termostatico, 4. Toma de muestra.

En el caso de los experimentos de extraccion en bafios agitados, el equipo empleado fue
un bafio termostatico con agitacién orbital o de vaivén (Unitronic-OR, P-Selecta) en el que las
muestras (ST Cuarta + 100 mL de Etanol absoluto) se mantuvieron a una temperatura de
60,0£0,1 °C y con una agitacion de 60,0+0,1 U/min durante 24-27 h. Se tomaron muestras a
diferentes tiempos y se centrifugaron (centrifuga Sorval ST 16R, Thermo-Fisher Scientific)
durante 10 min a temperatura ambiente y a una velocidad de 4500 rpm. Al igual que en el
caso de la extraccion con ultrasonidos, se separ6 el sobrenadante, con el que se realiz6 los
andlisis indicados en el apartado 3.3 del presente trabajo.

3.3.- METODOS ANALITICOS
Para determinar la humedad de cada uno de los ST analizados, se tomaron 2 g de cada uno
de ellos y se secaron térmicamente durante 48 h en una estufa (J.P. Selecta, S.A.) a 80 °C.

Para determinar el pH del tamp6n acetato elaborado, se empleé un pH-metro GLP21 de la
marca Crison con un error de medida de +0,01 unidades de pH.

El calculo de la fraccion en peso de polifenoles (PF) extraidos se realizé mediante el
método Folin-Ciocalteau, basado en una reaccion oxido reduccion en la que el reactivo Folin-
Ciocalteu se reduce al oxidar a los PF de la muestra dando una coloracion azul en la muestra,
cuya absorbancia a 750 nm es proporcional a la cantidad de PF de la muestra. Para esta
determinacion se toman 100 puL de extracto de ST, al que se realiza una dilucion en caso de
ser necesaria, y se mezclan con 2,8 mL de agua destilada, 100 uL del reactivo Folin-
Ciocalteau y 2 mL de Na,COs (7,5% p/v). Esta mezcla se deja en reposo en oscuridad durante
1 h a temperatura ambiente y posteriormente se mide en el espectrofotometro (Jasco V-750
Spectrophotometer) siendo el autozero el aire. Para el blanco los 100 uL de extracto se
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sustituyen por 100 uL de agua destilada. En el caso de las muestras cuyo agente extractante
era el tampon acetato con la enzima y la disolucion de alcohol, también se elabor6 un blanco
en el que los 100 uL se correspondian con el tipo de agente extractante empleado.

La identificacion y cuantificacion de los principales tipos de PF presentes en los distintos
extractos de ST se hizo mediante el equipo de cromatografia de liquidos HPLC-DAD Agilent
1100 con una columna Kinetex ® de 5 um Biphenyl 100 A, 250 x 4,6 mm, siendo la fase movil
A acetato amoénico 5 mM (acetato amonico para HPLC, VWR Chemicals, pureza 99,2%) en
agua con 1% de &cido acético (acido acético para HPLC, VWR Chemicals, pureza = 99,8%),
la fase movil B acetato aménico 5 mM (acetato amonico para HPLC, VWR Chemicals, pureza
99,2%) en acetonitrilo (acetonitrilo para HPLC, Sigma-Aldrich, pureza = 99,8%) con 1% de
acido acético (acido acético para HPLC, VWR Chemicals, pureza = 99,8%), la fase movil C
de acetonitrilo (acetonitrilo para HPLC, Sigma-Aldrich, pureza = 99,8%) y la fase moévil D de
agua Mili-Q. El gradiente inicial empleado fue un 98% de fase A y un 2% de fase By el flujo
de la fase movil fue 0,8 mL/min. La cromatografia se realizé a temperatura ambiente (25 °C)
y a una longitud de onda de 280 nm y 330 nm. Para que fueran pinchadas en el cromatégrafo
las muestras fueron filtradas con filtros jeringa de celulosa regenerada (Filter-LAB ®) de 0,45
um para evitar la turbidez. Como blanco se emple6 metanol para HPLC (VWR Chemicals,
pureza 100%) Las curvas de calibrado de los distintos polifenoles estudiados se realizaron
con patrones comerciales de Sigma-Aldrich.

La determinacién de la capacidad antioxidante de los extractos se realiz6 mediante el
método FRAP, basado en la capacidad del TPTZ de reducir el Fe (lll) a Fe (Il) generando una
coloracién violeta en la muestra proporcional a su capacidad reductora y que puede ser
medida a una absorbancia de 593 nm. Para esta determinacion se toman 90 uL de muestra,
diluida en caso de que sea necesario, y 2,910 mL de reactivo TPTZ preparado con 25 mL de
tampdn acetato sédico a pH 3,6 (elaborado con acetato de sodio 0,3 My &cido acético 0,3 M),
2,5 mL de FeCl; 20 mM (elaborado con agua Mili-Q y FeCl; anhidro), 2,5 mL de TPTZ 10 mM
(elaborado con HCI 40 mM y TPTZ) y 3 mL de agua Mili-Q. La mezcla resultante se incuba en
un bafio termostatico (Memmert) a 37 °C durante media hora y se mide en el
espectrofotdmetro (Jasco V-750 Spectrophotometer) siendo el autozero el tampon acetato
sodico a pH 3,6. Para el blanco se sustituyeron los 90 puL de muestra por 90 uL de agua
destilada. Al igual que en el procedimiento anterior, en el caso de las muestras cuyo agente
extractante fue el tampon acetato con enzimay la disolucion de alcohol, se elaboré un blanco
en el que los 90 uL se correspondian al medio extractante empleado.

La determinacion de la fraccién en peso proteina total (P) en los extractos se realiz6 a
partir de un kit de la casa comercial Bio-Rad, constituido por dos reactivos diferentes: A
(solucién alcalina de tartrato de cobre) y B (reactivo de Folin diluido). EI cambio al color azul
de las muestras se debe a la reaccidn que se da entre la proteina con el cobre en un medio
alcalino y la posterior reduccion del cobre con el reactivo de Folin. Para la preparacion de las
muestras se toman 100 puL de muestra, diluida en caso de que fuera necesario, 500 pL de
reactivo A y se agita mediante un Vortex (V05 series, IBX instruments). Posteriormente se
afiaden 4 mL de reactivo B y se agita de nuevo con el Vortex. Las muestras se dejan 15 min
en reposo y se mide la absorbancia a 750 nm con el espectrofotometro (Jasco V-750
Spectrophotometer), siendo el autozero el aire. Para el blanco, los 100 uL de muestra se
sustituyen por 100 uL de agua destilada vy, al igual que en los casos anteriores, cuando el
medio extractante fue el tampon acetato con enzima y la disolucion de alcohol, se elabor6 un
blanco en el que los 100 uL se correspondian al medio extractante utilizado.

Tanto en la determinacion de PF, como en la medida de la capacidad antioxidante por el
método FRAP y en la determinacion de P se tomaron muestras de cada uno de los extractos
analizados por triplicado.

La identificaciéon y cuantificacion de los principales tipos de amino&cidos presentes en los
distintos extractos de salvado de trigo se realiz6 mediante una cromatografia de gases HP
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6890 Series GC System con un inyector automatico Agilent 7683B Series de 8 posiciones tras
una derivatizacion de las muestras mediante el kit de aminoacidos EZ: fast de Phenomenex
®. Se pipetean 100 pL de muestra, diluida en caso de que fuera necesario, y se afiaden 100
uL del reactivo 1. Tras colocar una punta adsorbente, con una jeringa de 1,5 mL se absorbe
el liquido muy lentamente por ella. Sin quitar la punta y la jeringa se afiaden 200 uL de agua
Mili-Q y se aspira con la jeringa. Se descarta la jeringa y el liquido sobrante. Sin retirar la punta
adsorbente, se afiaden 200 pL de medio de elucién (preparado con 900 uL del reactivo 3A'y
600 uL del reactivo 3B) y con una jeringa de 0,6 mL se aspira lentamente hasta que el liquido
alcance el filtro blanco de la punta adsorbente. Se expulsa el liquido de la jeringa al interior
del vial, de forma que en la punta adsorbente solamente quede el filtro blanco y se afiaden 50
pL de reactivo 4 mediante un microdispensador (Drummond ® microdispenser, The dummond
scientific CO.). Se mezcla el vial en un vértex (V05 series, IBX instruments) durante 5-8 sy se
dejareposar 1 min, se vuelve a agitar y se deja reposar 1 min. Posteriormente, se afiaden 100
uL de reactivo 5 con el microdispensador y se mezcla 5 s con el vértex. Después de reposar
1 min, se pipetean 100 uL del reactivo 6 y se agita 5 s con el vortex. La mezcla se separa en
dos fases y, con ayuda de una pipeta, se separa la fase superior que contiene los aminoacidos
y ser& la que se pinche en el cromatdgrafo.

4.- RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS ESTUDIOS DE EXTRACCION ENZIMATICA

En este apartado se recogen los resultados experimentales de las cinéticas de extraccion en
bafio y asistida por ultrasonidos para los diferentes ST, utilizando distintos tipos de enzimas
como agentes de extraccion.

En la primera fase experimental (apartados 4.1 y 4.2) se trabaj6é con el ST Cuarta y se
utilizaron la enzima celulasa (C) y la mezcla xilanasa-proteasa (xil.-prot.). Las cantidades de
xilanasa y proteasa empleadas fueron optimizadas por el método Box-Benhnken en un estudio
anterior, asi como la temperatura empleada de 40 °C y la utilizacién de tampon acetato a pH
5 como medio disolvente [11]. Finalmente, se trabajé con los otros dos ST bajo las condiciones
de operacion seleccionadas como Optimas con el ST Cuarta (apartado 4.3).

4.1.- EFECTO DE LA ULTRASONICACION

En la Fig.3 se muestran los resultados de recuperacion de PF de ST Cuarta por tratamiento
con la mezcla xil.-prot. utilizando un proceso de extracciéon en bafio (EB) y de extraccion
asistida por ultrasonidos (EUS) a 40 °C.

——EB
—6—EUS

Wpe (g PF/kg ST)
OFRNWMAMUUIO N WO
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Figura 3. Resultado de las cinéticas de extraccion de compuestos polifendlicos (PF) de ST Cuarta por

tratamiento con la mezcla xil.-prot. y tampo6n acetato a pH 5 en un proceso de extraccion a 40 °C en
bafio (EB) y asistido por ultrasonidos (EUS).

Como se puede observar (Fig. 3), la extraccion de PF fue considerablemente mas rapida en
el proceso EUS, ya que tras 11 min de este tratamiento el extracto obtenido contenia unos 7
g PF/kg ST, mientras que el extracto obtenido por EB contenia unos 6 g PF/kg ST después
de 300 min.
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Por otro lado, también se puede apreciar (Fig. 3) que el efecto de la ultrasonicacion aumento
el grado de recuperacion de la fraccion polifendlica del ST, obteniéndose un extracto con
7,6+0,3 g PF/kg ST a los 70 min de la EUS y un extracto con tan solo 6,6+0,1 g PF/kg ST
después de 28 h en la EB. Este resultado prueba que el fenébmeno de cavitacibn generado
por la onda ultrasonica acelera el proceso de actuacion de las enzimas presentes en el medio
[17].

Con estos resultados se puede concluir que la ultrasonicacion ha resultado ser una técnica de
agitacion eficiente que repercute favorablemente el tratamiento enzimatico de este material
vegetal, promoviendo mayores grados de recuperacion de la fraccion polifendlica del ST en
menos tiempo de operacion. Por ello, se selecciond la tecnologia de EUS para posteriores
experimentos de extraccion enzimatica.

4.2.- EFECTO DEL TIPO DE ENZIMA

Como se ha comentado anteriormente, la celulosa es una de las principales fibras que
componen el ST y que dificultan tanto la extraccion de los compuestos bioactivos unidos a los
arabinoxilanos, como la extraccién de las proteinas de su estructura [15, 16, 17, 18, 19, 20].
Por ello, se realiz6 el estudio comparativo de extraccion EUS a 40 °C con ST Cuarta utilizando
10% de celulasa y con la mezcla xil. (1,1%) -prot. (1,5%), cuyos resultados se muestran en
las Tablas 1y 2 y en las Figs. 4y 5.
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96 o -7
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E () —9— C
o 4 E 0.06 .
23 g ' ) —e—xil.-prot.
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Figura 4. Resultados de las cinéticas de extraccion (a) de PF totales junto con el valor del FRAP y (b)
de los acidos ferulico (AF), gélico (AG) y vanillinico (AV) obtenidos por EUS a 40 °C a partir de ST
Cuarta empleando como disolvente tampdn acetato a pH 5 sin enzima (T), con celulasa (C) y con

mezcla xilanasa-proteasa (xil.-prot.).




Trabajo de Fin de Grado Jimena Sainz Cerezo
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos Universidad de Burgos

La Fig. 4 (a) muestra que la extraccion de los compuestos PF del ST resulté mucho menor al
utilizar tampon acetato sin enzimas (3,51-3,55+0,05 g PF/kg ST para los extractos teys >20min)
que al utilizar ambos tratamientos enzimaticos. En cuanto al efecto del tipo de enzimas, en
esta Fig. se observa que la extraccién de PFs totales resulté considerablemente mas baja
para el tratamiento con un 10% en peso de C (4,83-5,17+0,05 g PF/kg ST para teus =20 min)
que para el tratamiento con la mezcla xil.-prot. (2,29-7,64+0,07 g PF/kg ST para teys >20 min),
a pesar de que la cantidad total de enzima utilizada en este segundo caso fue solamente de
un 2,6% en peso. Los resultados experimentales de la capacidad antioxidante representados
comparativamente en la Fig. 4 (a) indican que la capacidad antioxidante de los extractos crece
al aumentar el contenido en PFs totales. A modo de ejemplo se observa que después de unos
60 min de ultrasonicacion, la capacidad antioxidante del extracto de ST Cuarta tratado con
xil.-prot. fue casi tres veces superior (0,11+0,01 mol FeSO./kg ST) que al emplear un 10 % en
peso de C (0,04+0,01 mol FeSO4/kg ST) y ambos mucho mas elevados que cuando se utilizé
como disolvente tampon acetato libre de enzimas (0,02+0,01 mol FeSO./kg ST).

Por otra parte, la Fig. 4 (b) muestra que los PF identificados como mayoritarios en los extractos
de ST Cuarta han resultado ser los mismos para el tratamiento con C que para el tratamiento
con la mezcla xil.-prot., sin embargo, el tiempo de ultrasonicacién y el tipo de enzima afectaron
considerablemente a la cantidad relativa de cada uno de ellos en los extractos. De forma
general, se puede establecer que los extractos presentaron un contenido mayor en 4cido
galico (AG) en el tratamiento del ST con la mezcla xil.-prot y un contenido mayor en &cido
ferdlico (AF) en el tratamiento del ST con la mezcla celulasa. En cuanto al tiempo de
ultrasonicacion, se establece que se requieren tiempos de 60 min para obtener una buena
recuperacion de la fraccion polifendlica del ST Cuarta tratado con la mezcla xil-prot.

En la Tabla 1 del apartado 4.3 se recogen los resultados experimentales de la cantidad de P
total recuperada en el tltimo extracto (Esina)) @ Un teusginay= 70 min de estos experimentos de la
Fig. 4.

La comparacion de los resultados muestra que la P total presente los tres extractos fue
pequefia, con valores de 0,78+0,03 umol/kg ST para el extracto del experimento con tampon
acetato libre de enzimas, de 1,77+0,03 umol/kg ST para el extracto del tratamiento con la
enzima C y de 0,67+0,03 umol/kg ST para el extracto del tratamiento con la mezcla xil.-prot.
Sin embargo, la cantidad de aminoéacidos libres totales (aa) fue significativamente diferente
en estos tres extractos, obteniendo resultados de 18,6+0,2 umol aa/kg ST, 40,3+0,2 pumol
aa/kg ST y 67,1+0,2 umol aa/kg ST para los experimentos con el tampon sin enzima, con la
enzima C y con la mezcla xil-prot., respectivamente. Estos resultados de P y aa total justifican
el importante efecto de la presencia de enzima y del tipo de enzima en la cantidad y en las
caracteristicas de la fraccién proteica extraida del ST. Tal y como demuestra el estudio de N.
de Brier et al., para la misma cantidad de enzima, el empleo de una extraccién con xilanasa
aumenta la extraccion de proteina un 24,4 %, mientras que con celulasa aumenta un 11 %
respecto al control [7]. En este estudio, la extraccion de P también se vio favorecida con el
empleo de la mezcla xil.-prot. ya gue los arabinoxilanos (AX) son una de las fibras mayoritarias
del ST. Su cadena principal esta constituida por unidades de p-(1-4)-D-xilopiranosilos unidas
mediante enlaces glucosidicos sobre los que puede actuar la xilanasa, permitiendo la
liberacion de compuestos bioactivos como polifenoles y proteinas [18, 19, 20]. Los AX pueden
encontrarse unidos a proteinas de las paredes celulares, por lo que la combinacién de la
xilanasa con la enzima proteasa, que rompe estos enlaces, facilita el acceso de la xilanasa a
la estructura de los AX, mejorando la extraccion [18, 22, 23].

También es importante indicar que lisina, alanina, leucina y &cido glutdmico fueron
identificados como los aa mayoritarios en los Efina Obtenidos con un teys= 70 min para los
experimentos de la Fig. 4. Las cantidades obtenidas mediante las EUS con agentes
enzimaticos fueron superiores a las obtenidas mediante la EUS con tampo6n acetato libre de
enzimas, resultado superiores en el caso de la EUS con la mezcla xil.-prot., tal y como se ve
reflejado la Fig. 5.
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Figura 5. Resultados de la identificacion y cuantificacion de los aminoacidos de la fraccién proteica
presente en los extractos de ST Cuarta tras una EUS durante un tiempo de 70 min para los
experimentos con tampon acetato sin enzima (T), con la mezcla xilanasa-proteasa (xil.-prot.) y con
celulasa (C) al 10 % en peso.

4.3.- RESULTADOS DE EXTRACCION PARA DISTINTOS TIPOS DE SALVADOS DE TRIGO
Como se ha comentado anteriormente, la extraccion de compuestos bioactivos del ST Cuarta
resultdé superior para el tratamiento con la mezcla de enzimas xil.-prot., siendo por ello
seleccionada para la realizacion de los experimentos de EUS para los ST Hoja y Tercerilla.

En la Fig. 6 se representa la extraccion de PF en los distintos ST, empleando o no la mezcla
de 2,6% en peso de enzimas xil.-prot. en el tampdn acetato a pH 5. Como se puede observar
en la figura, el contenido en PF de los ST se ve duplicado tras el empleo de la mezcla xil.-

prot., pasando de valores de entre 3,08-4,05+0,05 g PF/kg ST, a valores de 7,11-7,82+0,05 g
PF/kg ST.

9 —-STH, T

8 —e-STC, T
e —e-STT, T
o 6 —0— ST H, xil.-prot.
3 5 —&— ST C, xil.-prot.
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0 T
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Figura 6. Resultado de las cinéticas de EUS a 40 °C de PF en los ST Hoja (ST H), Cuarta (STC) y
Tercerilla (ST T) empleando tampon acetato sin enzima (T) y la mezcla xilanasa-proteasa (xil.-prot.).

A pesar de obtener una cantidad similar de PF totales en el Esna para los tres tipos de ST
utilizados, se observa en la Fig. 7 que la relacién relativa entre los PF identificados como
mayoritarios fue considerablemente diferente. Segun Sylvester y Navam, los PF mayoritarios
del ST son el acido ferdlico, el aldehido siringico, el acido gentisico y el acido cafeico,
pudiendo aparecer otros como el acido protocatéquico, el acido p-hidroxibenzoico, el acido
vanillinico, el a&cido clorogénico y el acido p-cumarico [24]. Los estudios de K. Zhou et al. y de
J. Rosicka et al. también se identifica el acido feralico como el mayoritario de los ST [25, 26].
Segun V. Urias et al. los &cidos mayoritarios son el ferdlico y el cumérico, pudiendo aparecer

otros como el acido sinapico, cafeico y trazas de PF que no pudieron ser detectados por
encontrarse en cantidades muy bajas [27].
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En la Fig. 7, se presentan los resultados de las concentraciones de cada uno de los PF que
fueron detectados por el HPLC, para los seis tipos de extractos de ST obtenidos por EUS con
(b) o sin (a) la mezcla de enzimas xil.-prot. A diferencia de los datos encontrados en
bibliografia, el polifenol mayoritario en todas las muestras fue el &cido galico (AG), siendo el
acido ferulico (AF) el segundo mas abundante, con excepcién del extracto de ST Tercerilla
extraido por EUS con tampodn acetato a pH 5 sin la mezcla de enzimas, cuyo polifenol
mayoritario si fue el AF, seguido del AG.
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Figura 7. Resultados de los valores obtenidos de &cidos ferulico (AF), galico (AG), vanillinico (AV) y
aldehido siringico (AS) en los ST Hoja, Cuarta y Tercerilla (a) con tampon acetato sin enzima (T) y (b)
con la mezcla de enzimas xilanasa-proteasa a lo largo de la EUS.

Cabe destacar, la presencia de &cido vanillinico (AV) en el ST Tercerilla, tanto en los extractos
obtenidos por EUS con la mezcla de enzimas como en los que fueron obtenidos solamente
con el tampo6n acetato a pH 5. Como se aprecia en la Fig. 7 (b), la cantidad de PF en los
extractos aumento la EUS con xil.-prot., facilitando su identificacion. Se pudo identificar AV en
el ST Cuarta y aldehido siringico (AS) en el ST Tercerilla. En las muestras también aparecian

otros tipos de PF que no pudieron ser identificados por presentarse en concentraciones muy
bajas.

Por otro lado, como se puede observar en los resultados recogidos en la Tabla 1, la capacidad
antioxidante por el método FRAP de los Efina de los ST tratados con EUS sin la mezcla de
enzimas es similar, siendo algo superior en el Esina del ST Tercerilla puesto que presenta una
mayor cantidad de AF y AV. En el caso de la capacidad antioxidante de los Esna de los ST
tratados con EUS con xil.-prot., el Esnal cOn mayor capacidad antioxidante fue el del ST Cuarta,
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pese a que el de ST Tercerilla presentaba mayor cantidad de PF identificados. Esto puede ser
debido a la presencia de otros PF presentes en el Esna del ST Cuarta que no pudieron ser
identificados y que, sin embargo, si que influyeron en su capacidad antioxidante. De los
resultados de los Esna del ST Cuarta tratado con las distintas diluciones de etanol-agua se
hablara con detenimiento en el apartado 5 del presente trabajo.

Tabla 1. Composiciones de los Esinal Obtenidos después de un tiempo (tg) de extraccién para distintos
experimentos de extraccion en bafio (EB) y de extraccion asistida por ultrasonidos (EUS). Desviacién
estandar en un intervalo de +0,01 a £0,6 con n= 3.

FRAP WpE Wp Waa

Extraccion (TOC) E;in) ST Disolvente (mol FeS0./ (QPF/  (umol/  (umol/
g ST) kg ST) kg ST) kg ST)
EUS 40 70 Hoja T 0,02 3,22 0,77 26,1
EUS 40 70 Cuarta T 0,02 4,05 0,78 18,6
EUS 40 70 Tercerilla T 0,03 3,08 0,82 48,9
EUS 40 70 Hoja T, xil.-prot. 0,09 7,11 0,61 43,0
EUS 40 70 Cuarta T, xil.-prot. 0,11 7,82 0,67 67,1
EUS 40 70 Tercerilla T, xil.-prot. 0,08 7,36 0,87 133,9
EUS 40 70 Cuarta T,10% C 0,04 5,36 1,77 40,3
EUS 60 60 Cuarta 50% ETOH 0,04 5,70 1,09 7.1
EB 60 840 Cuarta 100% ETOH 0,02 2,51 0,31 3,3

Segun su solubilidad, las proteinas del ST se clasifican en fracciones: albumina, globulina,
prolamina y glutelina. El ST principalmente contiene albumina, globulina y prolamina, siendo
la albumina y la glutelina las mas destacadas [7, 8, 9]. En el caso de la cantidad de P en los
Esinal, tanto para los ST sometidos a una EUS con la mezcla de enzimas como los tratados sin
ella, presentan cantidades comprendidas entre 0,61-0,87 umol/kg ST, siendo el Efna del ST
Tercerilla obtenido por EUS con la mezcla de xil.-prot. el que mayor contenido en P contenia
de todos (0,87+0,03 umol/kg ST). En cuanto a las cantidades de aa, cabe destacar el valor
del Esna del ST Tercerilla obtenido tanto por EUS con tampdn acetato sin agente enzimatico
(48,9+0,2 umol/kg ST) como con la mezcla xil.-prot. (133,9+£0,2 umol/kg ST). Los valores tan
elevados de la fraccién proteica de este Esna pueden deberse a que el ST Tercerilla, al
proceder de una molienda mas fina, presente restos de la molienda del grano.

La proteina del ST presenta un perfil de aminoacidos esenciales mas equilibrado que las
proteinas de otro tipo de harinas, por ser rico en aminoacidos esenciales como la lisina y el
triptéfano [7, 21], siendo los aminoacidos mayoritarios el acido aspartico, el acido glutamico,
la glicina, la prolina, la leucina y la arginina [7]. También se han observado cantidades
considerables de valina, lisina, fenilalanina e isoleucina [28]. Segun el trabajo de N. De Brier
et al. los aminoacidos obtenidos de forma mayoritaria en el ST fueron el &cido glutdmico, la
glicina, el acido aspartico y la prolina [7]. En el caso de E. Arte et al. los aminoacidos obtenidos
de forma mayoritaria fueron el acido glutamico, la prolina, la leucina y la arginina [21].

La Fig. 8 muestra la cantidad de los amino&cidos y en la Tabla 2 se han recogido los resultados
de los obtenidos de forma mayoritaria en los Esna de cada tipo de ST. En el caso de los ST
Hoja y Cuarta que no recibieron un tratamiento enzimatico, los aa mayoritarios fueron el 4cido
glutamico (Glu), la alanina (Ala), el acido aspéartico (Asp) y la leucina (Leu). Tras la EUS con
la mezcla de enzimas xil.-prot., los aa obtenidos de forma mayoritaria en los Esina de estos dos
tipos de ST fueron Leu, Lys, Glu y Ala. En el Asp, no se observé aumento en su concentracion,
pasando de 2,37 a 2,71+0,2 umol/kg ST en el caso del ST Cuarta tras su tratamiento
enzimatico. Sin embargo, la Lys y la Leu, aminoacidos de gran relevancia por ser esenciales,
presentaron un aumento considerable, pasando de 1,72 a 9,71 +0,2 umol/kg ST y de 2,57 a
9,08+0,2 umol/kg ST respectivamente en el ST Cuarta tras su tratamiento enzimatico. Sucedio
de igual forma en el ST Hoja.
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Tabla 2. Resultados de la fraccién de aminoacidos mayoritarios en los Esina para los mismos
experimentos mostrados en la Tabla 1.

Extracciéon T (°C) Er';in) ST Disolvente Glu Ala Asp Leu Lys Val
EUS 40 70 Hoja T 6,94 449 397 3,38 1,83 -
EUS 40 70 Hoja T, xil.-prot. 574 498 281 6,41 6,31 -
EUS 40 70 Cuarta T 432 361 237 257 1,72 -
EUS 40 70 Cuarta T, xil.-prot. 720 7,46 2,71 9,08 9,71 -
EUS 40 70 Tercerilla T - 8,00 4,02 453 441 3,54
EUS 40 70 Tercerilla T, xil.-prot. - 15,76 4,27 19,10 16,97 12,30
EUS 40 70 Cuarta T,10% C 453 589 2,37 4,80 6,07 -
EUS 60 60 Cuarta 50% ETOH 2,14 166 1,31 - - -
EB 60 840 Cuarta 100% ETOH 0,46 0,66 1,58 - 0,45 -
c 25
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Figura 8. Resultados de la fraccién molar de amino&cidos en l0s Esina de los ST tras la EUS a 40 °C
para el ST de (a) Hoja, (b) Cuarta (c) Tercerilla utilizando como disolvente tampon acetato a pH 5 libre
de enzima (T) y con xilanasa-proteasa (xil.-prot.).

En el Esna del ST Tercerilla obtenido por EUS con tampoén acetato a pH 5 sin agente
enzimatico, Ala, Leu, Lys y Asp, fueron los aa mayoritarios, presentando valores
considerablemente superiores a los presentes en los Eina de los otros dos ST sometidos al
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mismo tratamiento. Esto se debe fundamentalmente al tipo de ST y a que un menor diametro
de particula facilita la extraccion [7]. Tras la EUS con xil.-prot., los aa mayoritarios fueron Leu,
Lys, Alay Val. La leucina, la lisina y la valina, son aminoacidos esenciales y el aumento en su
concentracion tras el tratamiento enzimatico, pasando de 4,53 a 19,10+0,2 umol/kg ST, de
4,41 a 16,97+0,2 umol/kg ST y de 3,54 a 12,30+0,2 umol/kg ST, respectivamente, convierten
a las proteinas del ST Tercerilla una fuente interesante de aminoacidos esenciales.

4.4.- ESTIMACION DE LOS COEFICIENTES CINETICOS DE EXTRACCION.
COMPARACION DE RESULTADOS PARA LOS DISTINTOS SALVADOS DE TRIGO

Para poder evaluar y comparar las cinéticas de extraccion de los PF en el ST, se elaboran
modelos a partir de la integracién de la siguiente ecuacion [29, 30]:

=l (wy —wo" ()
En la que k representa la constante cinética de extraccion (min 1), ws la cantidad de polifenoles
totales cuando se alcanza el equilibrio, en nuestro caso en el extracto final (g PF/kg ST), w:la
concentracion de PF extraidos con el tiempo y n el orden de la ecuacion [29, 30]. En el caso
de las extracciones sélido-liquido, el modelo que mejor se adecua a los datos es el de orden
2 [30]. Considerando t= 0 y w= 0, se integra la ecuacion (1) y se obtiene para orden 2 la
siguiente ecuacion: [29, 30]

- )

W=7y
(ﬁ)*(w—s)
Para poder calcular h 'y ws, la ecuacién 2 se debe linealizar, obteniendo la siguiente ecuacion:

t 1 t

w=n T 3
Para obtener los resultados de los valores de h'y de ws, se representé t/w; vs. t en cada uno
de los experimentos realizados tal y como se refleja en la Fig. 9, ya que h se corresponde a
la velocidad inicial de extraccion y es el inverso de la ordenada en el origen de la ecuacion de
la recta obtenida para t/w; vs. t y ws es la capacidad de extraccién y se obtiene con el inverso
de la pendiente de la ecuacién de la recta obtenida para t/w; vs. t. [30].
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Figura 9. Ajuste lineal de los resultados de los experimentos de la Fig. 6 siguiendo el modelo cinético
potencial de orden 2 mostrado en la ecuacion 2.

Como se observa en la Tabla 3, la velocidad inicial de extraccion (h) de los ST Cuarta y
Tercerilla es superior a la velocidad inicial de extraccion del ST Hoja, tanto para las muestras
tratadas con enzima como para las muestras tratadas sin ella. Esto se debe a que la velocidad
de extraccion y la capacidad de extraccién dependen del tipo de geometria y granulometria
del ST. Cuanto menor sea el tamafio de particula obtenido en la molienda del ST, mayor sera
la superficie de contacto y la exposicion de los compuestos bioactivos con el medio extractante
[31].
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Cuanto mayor nimero de PF sean accesibles durante el proceso de extraccion, mayor
velocidad y capacidad de extraccion tendrda el ST. Por eso, al afiadir la mezcla de enzimas
xil.-prot., también se ven incrementadas. Sin embargo, en el caso de las muestras con 10%
en peso de celulasa la velocidad de extraccion es menor que en el ST Cuarta sin enzima, a
pesar de que la capacidad de extraccion se es superior. La capacidad de actuaciéon de la
enzima en el sustrato también depende de la accesibilidad, la superficie, la porosidad y el
tamafio de particula de este, por ello el ST Tercerilla es el que mayor aumento presenta en la
velocidad de extraccion, pasando de 2, 72 a 6,85 g PF/kg ST min [32].

En las soluciones de etanol, la velocidad de extraccién es menor, especialmente en la muestra
con etanol 100% Yy la capacidad de extraccibn aumenta para la muestra con etanol al 50% y
disminuye para la muestra con 100% de etanol. Esto se debe a que gran parte de los PF del
ST solo son solubles en agua.

Tabla 3. Coeficientes cinéticos para las cinéticas de extraccién de los experimentos de las Fig. 4, 6y
11 calculados a partir de la ecuacion 3.

Extraccion T (c) tg(min) ST Disolvente R2 © PF/kg‘ST min) (@ PF\’/‘I’% 1)
EUS 40 70 Hoja T 0,9933 1,14 3,35
EUS 40 70 Cuarta T 0,9765 4,30 3,61
EUS 40 70 Tercerilla T 0,9954 2,72 3,24
EUS 40 70 Hoja T, xil.-prot. 0,9921 2,97 7,19
EUS 40 70 Cuarta T, xil.-prot. 0,9955 5,36 7,80
EUS 40 70 Tercerilla T, xil.-prot. 0,9991 6,85 7,51
EUS 40 70 Cuarta T,10% C 0,9954 2,71 5,31
EUS 60 60 Cuarta 50% ETOH 0,9961 2,88 571
EB 60 840 Cuarta 100% ETOH 0,9977 0,14 2,61

5.- RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS ESTUDIOS DE EXTRACCION CON MEZCLAS
ETANOL-AGUA

Como los PF contenidos en el ST son mas facilmente extraibles en disolventes acuoso-

organicos [5], se realizaron distintas extracciones, tanto en bafio como asistida por

ultrasonidos, con distintas disoluciones de etanol-agua a diferentes concentraciones como

agente extractante para comparar su eficacia respecto a la extraccion en el tampoén acetato a

pH 5 en el ST Cuarta.

5.1.- EFECTO DE LA TEMPERATURA

Las condiciones experimentales para este procedimiento no estaban establecidas, por lo que
esto fue lo primero que se llevé a cabo mediante modificaciones en la temperatura y de las
concentraciones de las mezclas de etanol-agua. Como se puede ver en la Fig. 10 (a), se
realizaron distintas EUS para el ST Cuarta con disoluciones de etanol-agua al 50% en peso a
diferentes temperaturas comprendidas entre 35y 60 °C.

Para esta concentracion de etanol, se observoé una mayor extraccién de PF a 60 °C, ya que
la cantidad de PF extraidos para tiempos de ultrasonicacién de 20 min fueron superiores
(5,240,1 g PF/kg ST) en comparacion con los obtenidos a 35 °C (3,9+0,1 g PF/kg ST) y a 50
°C (4,2+0,1 g PF/kg ST). Con estos resultados, se seleccioné la temperatura de 60 °C para
posteriores experimentos de extraccion.

5.2.- EFECTO DE LA CANTIDAD DE ETANOL EN EL DISOLVENTE

Una vez establecida la temperatura de trabajo, se pas6 a determinar la concentracion mas
adecuada de etanol en el disolvente etanol-agua. Para ello, tal y como se observa en la Fig.
10 (b), se realizaron distintas EB para el ST Cuarta a 60 °C con disoluciones de etanol-agua
con porcentajes de etanol del 0 a 100%.
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Figura 10. Resultados de las cinéticas de extraccion de PF para el ST Cuarta (a) mediante EUS a
distintas temperaturas utilizando como disolvente una mezcla etanol-agua al 50% en peso, (b)
mediante EB a 60 °C utilizando mezclas de etanol-agua y (c) del etil ferulato (EF) mediante EB a 60

°C con 100% de etanol.

Para esta temperatura, las condiciones Optimas para la EB de PF se dieron a una
concentracion de etanol de 40 a 50%, obteniendo a los 300 min valores de en torno a 3 g
PF/kg ST. Para concentraciones superiores, las cantidades de PF extraidas disminuian, como
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se observa en el caso de la extraccion con 100%, en la que se extrajo menor cantidad de PF
que en la de 0% de etanol, siendo los valores de aproximadamente 2 g PF/kg STy 2,5 g PF/kg
ST, respectivamente. Con estos resultados, se determind que la concentracién experimental
de etanol en el disolvente fuera de un 50%.

Cabe destacar que en el caso de la EB con 100% de etanol, tal y como se aprecia en la Tabla
1, el hecho de que haya menor cantidad de PF en el Efina (3,310,1 g PF/kg ST) que en el Esina
de la EUS con tampdn acetato a pH 5 sin agente enzimatico (4,05+0,05 g PF/kg ST), pero
una capacidad antioxidante del mismo valor (0,02+0,01 mol FeSO4/kg ST), es un indicador de
la presencia de algun tipo de polifenol con una capacidad antioxidante alta.

En la Fig 10 (c) se observa que el unico polifenol que pudo ser detectado por el HPLC para
este Esna fue el etil ferulato. El etil ferulato es un fenilpropanol soluble en etanol y derivado del
acido ferulico [33, 34]. Aunque el acido ferulico tiene mayor capacidad antioxidante, al igual
gque este se caracteriza por sus propiedades fisicoquimicas, antioxidantes y antibacterianas
gue le otorgan interés no solo para la industria alimentaria, sino también en la farmacéutica y
cosmética [6, 35, 36]. Por otro lado, tal y como se observa en las Tablas 1y 2, la presencia
de fraccion proteica en este Esna NO €S significativa.

5.3.- RESULTADOS DE EXTRACCION CON LA MEZCLA 50% AGUA-50% ETANOL

Bajo las condiciones 6ptimas establecidas en los apartados 5.1y 5.2, los valores de PF en los
extractos de ST Cuarta obtenidos por EUS (5,4+0,1 g PF/kg ST) fueron superiores a los
obtenidos por la EB (3,3+0,1 g PF/kg ST). Al igual que sucedia con las extracciones con
agentes enzimaticos, la ultrasonicacion aumenta el grado de recuperacion de la fraccion
polifendlica del ST extraido con disoluciones de etanol-agua, necesitando tiempos menores
para obtener mayores cantidades de PF.
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Figura 11. Resultados de las cinéticas de extraccion en el ST Cuarta (a) de PF mediante EUS con 50
% de etanol a 60 °C, con tampon acetato a pH 5 sin agente enziméatico (T) y con xil.-prot. a 40 °C y (b)
de etil ferulato (EF) mediante EUS con 50 % de etanol a 60 °C.
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La Fig. 11 (a) y los resultados recogidos en la Tabla 1 del apartado 4.3 reflejan que 10s Efina
de ST Cuarta extraidos mediante una EUS con un 50 % de etanol en el disolvente, alcanzan
una mayor cantidad de PF (5,70+0,1 g PF/kg ST) que las extraidas por EUS con tampon
acetato a pH 5 sin agente enzimatico (4,05+0,05 g PF/kg ST). Sin embargo, el valor de PF
extraidos mediante EUS con xil.-prot. en el Esna del ST Cuarta continta siendo el mas elevado
(7,82+0,05 g PF/kg ST). Esto es consecuencia de que la mayor parte de los PF del ST son
solubles en agua y no en etanol [5]. En el caso de la capacidad antioxidante obtenida por el
método FRAP, los resultados se ven justificados, ya que el valor superior lo presenta el Esina
de la EUS con xil.-prot. (0,11+0,01 mol FeSO4/kg ST), seguido por el de la EUS con 50 % de
etanol en el disolvente (0,04+0,01 mol FeSO4/kg ST) y por el de la EUS con tampdn acetato
a pH 5 sin agente enzimético (0,02+0,01 mol FeSO./kg ST).

En la Fig. 11 (b) se observa que la cantidad de etil ferulato que, al igual que sucedi6 en la EB
con 100% de etanol, fue el anico tipo de polifenol que se pudo detectar por HPLC en el Efinal
de la EUS con 50% de etanol a 60 °C.

En cuanto a la fraccion proteica, el Esna del ST Cuarta extraido mediante EUS con 50% de
etanol presenta unos valores de contenido en P de 1,09+0,2 umol/kg ST y unos valores de
contenido en aa de 7,1+0,2 umol/kg ST. Estos resultados, como se puede ver en la Tabla 1,
no son comparables con los obtenidos para el resto de Esna de ST Cuarta analizados.

Estos resultados son tan bajos debido a que muy pocas proteinas son solubles en etanol. Las
gliadinas, son proteinas del gluten que presentan un gran nimero de aminoacidos lipofilos
que les otorgan capacidad de formar puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas,
permitiendo que puedan disolverse en soluciones alcohdlicas [28], por lo que la mayoria de
las proteinas extraidas pertenecerdn a este grupo. En cuanto a la concentracion de
aminoacidos, como se observa en la Fig. 12, es significativamente menor que en el resto de
extracciones, esto es consecuencia de la poca disolucion que presentan las proteinas en el
etanol.
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Figura 12. Resultados del contenido de aa del Esna del ST Cuarta tras la EUS con 50% de etanol a 60
°C, con tamp6n acetato a pH 5 (T) y con xil.-prot.

6.- CONCLUSIONS

As has been seen throughout this final project, wheat bran is a by-product of the food industry
whose revaluation would certainly be of interest, not only for its polyphenol content and its
antioxidant capacity, but also for its vitamin and mineral content and its content in essential
amino acids. Finally, the main conclusions drawn are as follows:

1. The technical effectiveness of the ultrasound-assisted enzymatic extraction process is
higher in comparison with conventional ultrasound extraction and with the bath
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extraction process, since the initial extraction speed (h) and the concentration of
polyphenols obtained on reaching equilibrium (ws) are higher in this case.

2. In relation to the previous aspect, the efficiency of polyphenol extraction is improved
when the enzymes used correspond to the mixture of xylanase (1,1%) and protease
(1,5%) enzymes, with respect to the cellulase enzyme (10%), since xylanases are
capable of breaking the arabinoxylan chains, to which the ferulic acid and other
polyphenols are bound. In the case of ethanol-water solvent extractions, the extraction
of polyphenols is also lower than the one given with the xylanase-protease enzyme
mixture. The lowest extraction was the one of the 100% ethanol extraction.

3. The content of total polyphenols and, as a consequence, the antioxidant capacity were
very similar between the three types of wheat bran, ranging from 3,0-4,0 g PF/kg WB
for the extractions without enzyme and 7,1-7,8 g PF/kg WB for the extractions with the
xylanase-protease mixture.

4. The polyphenols found were different in the three types of bran. In all cases, the major
ones were gallic and ferulic acid. In powdered wheat bran, the presence of vanillinic
acid in the extraction without enzymes is noteworthy, the concentration of which is
increased in the extraction with the xylanase-protease mixture. In the granulated wheat
bran, after enzymatic extraction, vanillinic acid also appears and in the powdered wheat
bran, syringic aldehyde appeatrs.

5. In the extraction with the ethanol-water solvent, it was observed the presence of a
polyphenol that did not appear previously, the ethyl ferulate, which, like ferulic acid, has
physicochemical, antioxidant and antibacterial properties that make this polyphenol
interesting for its use in different food, cosmetic and pharmaceutical industries.

6. The protein content was considerably higher in the extractions of the powdered wheat
bran, which may be a consequence of its type of milling. As for the extracts obtained
with ethanol-water solutions, their protein content was negligible.

7. The main essential amino acids found in the different wheat bran were leucine and
lysine. The powdered wheat bran also contained valine. The concentrations of these
essential amino acids were higher in the enzymatic extraction with xylanase-protease
and especially in the powdered wheat bran, followed by granulated wheat bran and leaf
wheat bran.
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