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ABSTRACT

Corn is currently one of the most cultivated cereals in the world, obtaining many agricultural
solid residues. Corncob residue can be considered as a subproduct due to the presence of a
phenolic fraction rich in flavonoids, which could be used as a substitute of synthetic antioxidant
additives for different food and pharmaceutical applications. This work was focused on
studying different extraction processes and operating conditions aimed at the recovery of the
phenolic fraction from corncob, as well as an identification study in order valorise the final
extracts. Experiments were performed by using bath extraction with rotary agitation,
ultrasound-assisted extraction, and microwave-assisted extraction. The effects of contact time,
temperature (40 and 70°C) and solvent (ethanol, water, and different ethanol-water mixtures)
were also examined.

Throughout the work it was possible to verify that with the use of the temperature of 70 °C
better results of extraction of polyphenolic compounds and flavonoids were achieved; Like the
ethanol:water mixtures, they are more effective than the use of pure solvents, the 70% mixture
being the most effective. Thanks to the extractions in which mixtures are used as solvents,
better results were achieved for the percentage of total polyphenolic compounds with respect
to the total dry solids. It was verified that by means of the 70% ethanol-water mixture, the
reducing capacity of the extract was correlated with the flavonoid fraction, in extraction with
ethanol with the polyphenols and if water was used, a very poor correlation was obtained.
Regarding the identified compounds, both in the ethanol:water mixtures and in the ethanol the
same compounds were identified, although all of them in greater quantity in the mixtures, being
the 70% where the most was obtained. In the extraction with water it was also possible to
identify gallic acid, p-hydroxybenzoic acid and vanillinic acid. The compound that was identified
in the greatest amount was ethyl ferulate, followed by p-coumaric acid, syringic acid and
kaempherol. Regarding the extraction techniques, the ultrasound-assisted one turned out to
be the most effective, since compared to the agitated bath, it was possible to extract more
polyphenolic compounds and flavonoids in less time. With the use of microwaves, extraction
results were obtained that were very similar to those obtained by means of a bath, but using
only a few minutes of extraction compared to hours in the bath, thus resulting in being more
efficient.

Keywords: phenolic compounds, extraction, antioxidant capacity, solid by product
valorisation; biorefinery

1.- INTRODUCCION

El cultivo de maiz estd extendido por diferentes regiones del mundo debido a su facil
adaptacion a los diversos agrosistemas ocupando el segundo lugar de los cereales mas
cultivados en términos de superficie, alcanzando los 1144,63 millones de toneladas métricas
[1,2]. En el afio 2020 la superficie sembrada de maiz en Castilla y Le6n fue de 115561
hectareas con un rendimiento de 12734 kg/ha [3]. Las estadisticas dicen que este cultivo
aumentard en los préximos afios, por lo que también lo haran sus residuos, como tallos, hojas,
cascaras y mazorcas, representado este ultimo del 47 al 50% de los residuos [1,4]. Debido al
sistema econdmico lineal, la mayoria de estos residuos o subproductos suelen desecharse,
lo que supone un problema para la sostenibilidad ecoldgica del planeta. La integraciéon de
estos flujos de residuos como materia prima en otro proceso industrial constituye el principio
fundamental del concepto de economia circular para alcanzar el objetivo de residuo cero. En
este sentido nace el concepto de biorrefineria como una estructura que integra procesos de
conversién de biomasa para producir combustibles, energia y productos quimicos. Al originar
multiples productos, una biorrefineria aprovecha los varios componentes de biomasa y sus
intermediarios, por lo tanto, maximiza el valor derivado de ésta utilizada como materia prima [1,5].
La mazorca de maiz esta compuesta mayoritariamente por celulosa, lignina y hemicelulosas,
suponiendo estos tres el 90% de la biomasa, y estando también presentes en pequefias
cantidades proteinas, pectinas, compuestos fendlicos y otro tipo de componentes menores
[6]. Por lo que en la biorrefineria de la mazorca de maiz se obtiene principalmente celulosa
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gue es una materia prima ideal para obtener azlcares fermentables; lignina que puede
emplearse para producir resinas fendlicas, dispersantes, aglutinantes y fibras de carbono; y
por ultimo en menor medida, compuestos bioactivos entre los cuales se encuentran los
compuestos fenodlicos [5]. Estos ultimos son compuestos que suelen ser recuperados por
extraccion con disolventes polares y no polares antes de utilizarse el residuo para otros fines.

El interés recuperacion de los compuestos fendlicos (o polifenoles) es debido a que son un
grupo de sustancias bioactivas que estan siendo utilizadas como ingredientes funcionales en
la elaboracion de alimentos mas saludables, asi como ha aumentado en los Ultimos afios su
uso en para la elaboracion de distintos productos en la industria farmacéutica y cosmética.
Esto es debido a sus diversas actividades biolégicas, como por ejemplo la antioxidante, ya
gue los compuestos fendlicos tienen la capacidad de atrapar radicales libres donadores de
atomos de hidrogeno o electrones, por lo que podrian actuar como alternativa de los
antioxidantes sintéticos. En la bibliografia ya hay muchos articulos que estudian la
recuperacion de polifenoles y flavonoides a partir de residuos vegetales como pieles de
cebolla, en bagazo de cerveza y hojas de olivo [7,8,9]. Sin embargo, los residuos de mazorca
de maiz no estan todavia muy estudiados, pero se destacan como una materia prima para
obtener distintos tipos de polifenoles, tales como el acido ferdlico, acido p-cumarico, acido
vanillico y resveratrol y los derivados de estos; flavonoides como quercetina, hesperidina y
kaempherol; y en baja concentracion diferentes tipos de antocianos [10,11,12].

Dado que los polifenoles en los residuos de mazorca de maiz se encuentran en el interior de
las células vegetales, es necesario emplear un proceso de extraccion eficiente para conseguir
que su liberacion al disolvente sea rapida y con un rendimiento suficientemente elevado. La
extraccion solido-liquido se basa en que el disolvente penetra a través de los poros del sélido,
entrando asi en su interior. De esta manera, los compuestos de interés que se desean extraer
se disuelven en el liquido [13]. En la extraccidon de polifenoles para aplicaciones alimentarias,
los disolventes mas frecuentes son el agua, etanol y mezclas de ambos [14]. El proceso
convencional de extraccion suele realizarse en bafios con agitacion, siendo esta la técnica
mas tradicional, conocida como maceracion. En cuanto al tiempo de extraccién para residuos
de mazorca de maiz suele oscilar entre los 5 miny 24 h [13].

Como técnica alternativa, la extraccion asistida con ultrasonidos ha resultado ser eficiente
para disminuir los tiempos de extraccion, debido a los efectos de cavitacién. Este fenébmeno
aumenta la difusion de los compuestos que se desean extraer debido a que se generan zonas
de enrarecimiento a altas temperaturas y presiones y roturas en la superficie del material, lo
cual hace que aumente la velocidad de transferencia de materia, asi como la porosidad del
material solido [15,16]. La extraccién con ultrasonidos aplicada a el residuo en estudio se
suele realizar en un intervalo de temperaturas comprendida entre 25-75 °C, con tiempos de
extraccion mucho menores que en la extraccion convencional comprendidos entre 2 y 60 min
[15].

Actualmente la técnica de extraccion por microondas se destaca como una técnica novedosa,
que puede ser mas eficaz que la extraccion por maceracién. La radiacion de las microondas
es absorbida por las moléculas del disolvente provocando su excitacion, lo cual genera un
aumento de la temperatura de extraccion. Gracias al aumento de la temperaturay a la energia
de las moléculas se mejora el proceso de transferencia de los compuestos de interés. [17,
18]. Este proceso de extraccion requiere una optimizacion no solo del tiempo de extraccion,
sino también de la temperatura (50-120 °C), de la potencia (100-800 W), del tiempo de rampa
de calentamiento y del tiempo de mantenimiento de temperatura constante[19].

2.- OBJECTIVES

The main aim of this work was to evaluate the extraction of phenolic compounds from corncob
residues under different extraction conditions, as well as the characterisation of the extracted
phenalic fraction. The following specific objectives have also been performed in order to
achieve this purpose:
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1. The first objective was to study the extraction of phenolic compounds using ethanol as
solvent and different corncob residues. The effect of contact time, temperature (40 °C
and 70 °C), solid residue to solvent ratio (5 y 10 % (w/v)), and ultrasound-assisted
extraction (USAE) on the extraction efficiency were examined.

2. Estimation and comparison of extraction kinetic parameters and identification of the
main phenolic compounds extracted.

3. A kinetic study using water and ethanol/water mixtures as solvent under previously
selected operating conditions. Comparison of results to assess the effect of the solvent
on the diffusion rate and extraction yield.

4. Study of the extraction yield of the phenolic fraction from the solid residue by
microwave-assisted extraction at 70°C. Effect of operating conditions and solvent.

3.- PARTE EXPERIMENTAL
3.1.- PRODUCTOS QUIMICOS Y MATERIALES

Los residuos de maiz fueron suministrados uno por agricultores de la zona de Aguilar de
Campoo y de Saldafia (Palencia). Para el desarrollo del trabajo se ha utilizado etanol absoluto,
(VWR Chemicals, pureza 100%), agua ultrapura (milli-Q), &cido gélico (Sigma-Aldrich, pureza
99%), Folin Ciocalteu’s reagent (VWR Chemicals), carbonato de sodio anhidro (Labkem,
pureza 99%), quercetina (Sigma, pureza 295%), acetato de potasio (Merck, pureza 99%),
cloruro de aluminio(Acros Organics pureza 98,8%), sulfato de hierro (ll) 7-hidrato (Panreac,
pureza 98%), acetato de sodio (Merck, pureza 99%), acido acético glacial (Panreac, pureza
100%), acido clorhidrico (VWR Chemicals, pureza 37%), 2,4,6-tris.2-pyridyl-s-triazine (TPTZ,
TCI, pureza 98%), cloruro de hierro (Ill) 6-hidrato (Panreac, pureza 97%), amonio acetato
(VWR Chemicals, pureza 99,2%), acetonitrilo (Sigma-Aldrich, pureza = 99,8%). Todos los
reactivos mencionados fueron utilizados sin realizar ningln tratamiento de purificacion.

A lo largo del trabajo experimental se ha utilizado un molino de cuchillas (SM 100, Retsch),
una balanza (Precisa 125 A), un secadero de bandejas (EDIBON), una centrifuga (Thermo
scientific, ST 16R), una microcentrifuga (Thermo scientific, Sorvall Legend Micro 17R), un
bafio termostatico (SELECTA, Ultraterm), un bafio de ultrasonidos (+ 0,3 ULTRASONS-H, J.P.
SELECTA), un bafio de agitacion OLS 200 (+ 0,1 °C, Grant), un extractor microondas
(Microwave synthesis Milestone, flexiWAVE), un espectrofotémetro (HITACHI U-2000) y un
cromatégrafo HPLC con detector diodo array (Agilent 1100).

3.2.- RESIDUO DE MAZORCA MAIZz

En este trabajo se han utilizado dos residuos de mazorca de maiz (Fig. 1). En ambos casos,
las mazorcas se desgranaron de forma manual y se realizé su molienda empleando un molino
SM 100 (Retsch). Posteriormente, el producto molido se tamizé (tamiz 400 mesh) con el
objetivo de seleccionar como residuo de mazorca de maiz la fraccion con un tamafio inferior
alos 400 pm.

(A) (B)

Figura 1. Fotografias de los residuos de maiz suministrados por los agricultores de (A) de Saldafa y
(B) Aguilar de Campoo y del residuo seco obtenido a partir de cada uno de ellos. Se denomina RM1 y
RM2 a los residuos de mazorca triturados y secos empleados en los procesos de extraccion.
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3.3.-PROCESO DE EXTRACCION

Se ha estudiado el proceso de extraccion de la fraccion fendlica de los residuos de mazorca
RM1 y RM2 mediante un proceso una extraccion convencional con agitacion rotatoria (AR),
asistida por ultrasonidos (EUS) y asistida por microondas (EMW); utilizando como disolventes
etanol agua y sus mezclas (50, 70 y 90% vol. etanol).

3.3.1. Extraccion convencional en bafios agitados con agitacion rotatoria (AR)

Todos los experimentos por agitacién rotatoria se llevaron a cabo a 40 y 70 °C poniendo en
contacto el residuo de mazorca (RM) con el disolvente, en una proporcion del 5y 10% plv,
utilizando un bafio de agitacion termostético (OLS, 200 Grant) a 120 rpm y con una duracion
méxima de 30 h. Los disolventes empleados fueron etanol, agua y sus mezclas. Se tomaron
muestras a diferentes tiempos de extraccion comprendidos entre 5 min y 30 h para estudiar
el efecto del tiempo de contacto en la extracciéon de los compuestos polifendlicos y flavonoides
totales. Las muestras recogidas se centrifugaron (Sorvall Legend Micro 17R centrifuge,
Thermo scientific), durante 15 min a 13000 rpm y a 5 °C; mientras que el extracto se centrifugé
(ST 16R centrifuge, Thermo scientific) durante 20 minutos a 4500 rpm y a 5 °C. Todos los
extractos obtenidos por centrifugacion fueron congelados para su posterior analisis.

3.3.2. Extraccion asistida con ultrasonidos (EUS)

Los experimentos de extraccion se realizaron a 40 °C, poniendo en contacto el residuo de
mazorca (RM) con el disolvente, en una proporcion del 5y 10% plv, utilizando un bafio de
ultrasonidos con control de temperatura. En estos experimentos se realizaron con etanol como
disolvente. Se tomaron muestras a diferentes tiempos de extraccion comprendidos entre 15
min y 4,5 h. Las muestras de extracto se trataron siguiendo el mismo protocolo explicado en
el apartado anterior.

3.3.3. Extraccién asistida por microondas (EMW)

El estudio de extraccion asistida por microondas se llevd a cabo poniendo en contacto el
residuo de mazorca (RM) con el disolvente, en una proporcion del 5 % p/v utilizando un
extractor microondas a 800 W de potencia y manteniendo perfectamente agitada la mezcla.
Se evalué el efecto de las condiciones de operacién: rampa de calentamiento hasta 70 °C (t,c=
1, 2, 4y 6 min) y etapa de mantenimiento de temperatura a 70 °C (tn= 1, 5, 10 y 30 min). Una
vez seleccionadas las condiciones Optimas se analizo el efecto del disolvente, utilizandose
etanol, agua y el seleccionado como éptimo en la extraccién por maceracion

En todos los casos, tras el tratamiento con microondas, el extracto se centrifugo y se almaceno
para su andlisis como anteriormente se ha descrito en el apartado 3.3.1.

3.4.- METODOS ANALITICOS
A continuacion, se recogen los métodos analiticos empleados en este trabajo de investigacion.
3.4.1. Determinacién de la fraccion de compuestos fendlicos totales (CPT)

La fraccion de CPT se determiné mediante el método de Folin-Ciocalteau [20]. Dicho método
estda basado en una reaccién de Oxido-reduccién entre el reactivo Folin-Ciocalteau, y los
compuestos fendlicos que se encuentran presentes en la muestra, donde el reactivo Folin-
Cioalteau se reduce al oxidar los CPT [21,22]. Esta reaccién de 6xido-reduccién tiene como
consecuencia la generacion de un complejo de color azul, cuya absorbancia leida a 750 es
proporcional a la cantidad de CPT presentes en la muestra. Para la realizacion de este andlisis
se toman 100 uL procedentes del extracto obtenido por los diferentes métodos de extraccion,
a los cuales se afiaden 2,8 mL de agua destilada, 100 uL del reactivo Folin-Cioalteau y 2 mL
de carbonato sédico (Na.CO3) al 7,5% p/v. Se agita vigorosamente y la mezcla de se deja
reposar durante 1 h en oscuridad y a temperatura ambiente, tras la cual, se mide la
absorbancia a 750 nm en el espectrofotometro. Para la realizacion del blanco se sustituyen
los 100 uL por 100 pL del disolvente utilizado para la extraccion. Se elabor6 una curva de
calibrado para cada disolvente (etanol, agua y sus mezclas) con acido galico como patron.
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3.4.2. Determinacién de la fraccién de compuestos flavonoides totales (CFT)

El método empleado para la determinacion de CFT fue el método colorimétrico con cloruro de
aluminio [23]. Dicho método se basa en la capacidad del cloruro de aluminio (AICls) para
reaccionar con los grupos hidroxilo en posicién C3 o C5 y con los grupos ceto en posicion C5
de los flavonoides, de tal manera que se forman complejos acidos coloreados estables.
Mediante espectrofotometria se determina la absorcion de estos compuestos coloreados a
una longitud de onda de 415 nm. La medida de absorbancia es proporcional a la cantidad de
CFT de la muestra. Para la determinacion se toman 0,5 mL de muestra, a la cual se le va
afadiendo 1,5 mL de etanol, 100 uL de acetato potésico 1 M, 100 uL de cloruro de aluminio
(AICI3) 10% p/vy 2,8 mL de agua destilada. La nuestra obtenida se agita y se deja incubar a
temperatura ambiente y oscuridad durante 30 minutos. Pasado el tiempo de incubacion, se
mide la absorbancia de la muestra a 415 nm por espectrofotometria. Para el blanco se
sustituyen los 0,5 mL de muestra por el disolvente utilizado en la extraccion. También, se
realiza un blanco muestra para medir las muestras que presentan color antes de la realizacion
del método. Para ello, se prepar6 con la muestra y todos los reactivos excepto el cloruro de
aluminio (AICIs). El valor de esta absorbancia se resta posteriormente al valor total de la
muestra. Se realizé una curva de calibrado para cada disolvente con quercetina como patrén.

3.4.3. Cuantificacion de compuestos fendlicos

Para la identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos se utilizé6 un HPLC (HPLC-
DAD Agilent 1100) con una columna Kinetex (5 um Biphenyl, 100 A, 250 x 4,6 mm). La
deteccidén se realiz6 a 240, 280, 330, 350 y 370 nm, longitudes de onda que son Se
seleccionaron estas longitudes de onda porque son el maximo de absorbancia de los
compuestos fendlicos y de la mayoria de los flavonoides. La fase movil A estd compuesta por
acetato amonico 5 mM en agua con 1% de &cido acético y la fase mévil B por acetato amonico
5 mM en acetonitrilo con 1% de &cido acético, con un gradiente que se indica en latabla 1y
un tiempo de acondicionamiento (post-time) de 10 min. El flujo de fase movil total empleado
fue 0,8 mL/min y la temperatura de la columna se mantiene a 25 °C.

Tabla 1. Gradiente de la fase mévil en el método de HPLC
t-min 0 7 20 35 55 65 75 80 90
% fase B 2 2 8 10 18 38 65 80 2

Las muestras se filtraron antes de su andlisis por HPLC con filtros de jeringa de celulosa
regenerada de 0,45 um de tamafio de poro (Filter-LAB). La cuantificacion de los compuestos
fendlicos presentes en la muestra se determiné a través de las curvas de calibrado realizadas
con cada uno de los patrones comerciales (Sigma-Aldrich).

3.4.4. Determinacién de la capacidad reductora (CR)

Para determinar la capacidad reductora del extracto se emple6 el método FRAP [24], que se
basa en la capacidad que tiene el reactivo TPTZ en reducir el Fe (lll) a Fe (Il). Esta reduccion
tiene como consecuencia la generacion de un color violeta en la muestra, pudiéndose medir
espectrofotométricamente su absorbancia y siendo esta proporcional a su capacidad
reductora. En la realizaciéon de este método se toman 30 uL de muestra (la cual estaré diluida
en caso de ser necesario) y 970 uL de reactivo TPTZ. Este reactivo TPTZ ha de ser reciente
y se prepara afiadiendo 25 mL de tampo6n de acetato sédico pH 3,6 (elaborado afiadiendo
sobre 30 mL de acetato de sodio 0,3 M &cido acético 0,3 M hasta pH 3,6), 2,5 mL de FeCl; 20
mM reciente (FeCls 6-hidrato y agua Mili-Q), 2,5 mL TPTZ reciente 10 mM (TPTZ en HCI 40
mM) y 3 mL de agua Milli-Q. Tras la mezcla resultante de muestra y reactivo TPTZ, se llevé a
incubacion a 37 °C en un bafio termostatico (Ultraterm, P SELECTA), donde permanecio
durante 0,5 h. Tras la incubacion se procedio a la lectura espectrofotométrica a una longitud
de onda de 593 nm, siendo el autozero el tampoén de acetato sodico pH 3,6 y el blanco el
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reactivo TPTZ incubado sin muestra. Se realizé una curva de calibrado empleando sulfato de
hierro Il como patron.

3.4.5. Determinacion de los solidos totales en el extracto

El contenido de solidos totales en los extractos finales se determind utilizando 10 mL de
muestra que se secaron en una estufa a 105 + 1 °C, hasta que el peso de la muestra
permanecio constante (48-72 h).

3.5.- ANALISIS ESTADISTICO

Cada experimento de extraccion se realizé al menos dos veces y todos los extractos se
analizaron por triplicado. Los resultados se expresaron como valor medio + la desviacion
estandar para poder evaluar el grado de dispersion de todos los experimentos que se han
realizado bajo las mismas condiciones de operacién y para validar los resultados. Se aplicé el
método de diferencias significativas de Fisher, un valor de p < 0,05 confirman diferencias
significativas entre los valores (Statgraphics Centurion 18).

4.- RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se presentan los resultados experimentales de la extracciébn de compuestos
fendlicos para los dos residuos de mazorca, utilizando distintos procesos de extraccion (en
tanques agitados, asistida por ultrasonidos y asistida por microondas) y distintas condiciones
de operacidn (temperatura, proporcion de sélido, tipo de disolvente y tiempo de contacto).

4.1.- RESULTADOS DE EXTRACCION PARA LOS DOS RESIDUOS DE MAZORCA

Se realizé un estudio preliminar de extraccion de compuestos fendlicos totales (CPT) y
flavonoides totales (CFT) para los dos residuos RM1 y RM2 mostrados Fig.1. Estos primeros
experimentos se realizaron mediante extraccion asistida con ultrasonidos (EUS) a 40 °C y
utilizando etanol como disolvente.

En la Fig.2A se presentan los resultados de la cinética de extraccion de CPT y CFT del residuo
de mazorca RM2 a 40 °C, con etanol y una carga de sélido del 10% p/v. Se observa que a
medida que aumenta el tiempo de contacto también lo hace la fraccion de CPT y CFT en el
extracto, hasta alcanzar un valor constante de 502 + 11 mg CPT/kg ss 'y de 279 £ 3 mg CFT/kg
ss a partir de los 120 min de ultrasonificacion. Esto se justifica debido a que los valores de
extraccion a tiempos de 120 y 180 min fueron significativamente iguales (p > 0,05). Esto indica
qgue el tiempo de ultrasonidos es un factor limitante en el proceso de recuperacion de
compuestos fendlicos del residuo de mazorca. Se requieren tiempos de ultrasonificacion de
al menos 120 min para lograr una buena recuperacion de la fraccion polifendlica presente en
dicho residuo. Este resultado es igual al tiempo de ultrasonificacion utilizado en otro estudio
donde se evalla la capacidad antioxidante del maiz, ya que se logra la extraccion maxima a
los 120 min [10].

En la Fig.2B se muestra la comparacion de resultados de extraccion a los 60 min de
ultrasonificacién para una concentracion de residuo en el extractor del 5 y10 % p/v utilizando
los dos residuos sélidos (RM1 y RM2). La extraccion de CPT y CFT ha resultado ser mucho
mayor al utilizar el residuo RM1 (1833 + 31 mg CPT/kg ss para la concentracion del 5% y 1628
+ 86 mg CPT/kg ss para la concentracion del 10%) en comparacion con el residuo RM2 para
las dos proporciones de masa de sdlido utilizadas. Por otro lado, en la Fig.2B, también se
observa que una concentracion de soélido del 5% p/v proporcibn mejores resultados de
extraccion para los dos residuos de maiz utilizados. En la bibliografia se ha observado que es
habitual utilizar concentraciones de sélido de entorno al 5% p/v o inferior. De hecho, en un
estudio de extraccidn asistido por ultrasonidos emplean una relacién masa/volumen de 1/20,
lo que equivale a una concentracién del sdélido del 5% p/v [25]. Otros estudios realizan la
extraccion empleando 10 g del sélido y 250 mL de extratactante, que corresponde a una
concentracion del solido del 4% p/v [26] o utilizando concentraciones de solido entre el 4 y
10% plv [27].
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Figura 2. Resultado de extraccion de compuestos fendlicos totales (CPT) y flavonoides totales (CFT)
a 40 °C empleando extraccién asistida por ultrasonidos (EUS) con etanol como disolvente. (A) Cinética
de extraccién con una carga de solido RM2 del 10% p/v. (B) Comparacion de resultados de extraccion
con un tiempo de contacto de 60 min para distintas cargas de los dos sdélidos (RM1y RM2).

En base a estos resultados se seleccionaron para posteriores experimentos de extraccion el
residuo RM1 y una concentracion de sélido en el extractor del 5% p/v, ya que este residuo en
esta concentracion proporciond extractos con un mayor contenido de CPT y de CFT bajo las
mismas condiciones de operacion.

4.1.1. Identificacion de polifenoles y flavonoides en los residuos de mazorca de maiz

Se realiz6 una primera identificacion de los compuestos fenélicos y flavonoides presentes en
los extractos mostrados en la Fig.2B (60 min de ultrasonificacion en etanol como disolvente y
40 °C). Para ello se realizé una determinacién de HPLC de los extractos de ambos residuos
de mazorca de maiz.

En cuanto a los compuestos fendlicos, se consiguié identificar acido siringico, acido p -
cumarico, vanillina, acido ferulico, resveratrol y etil ferulato; estando todos ellos en ambos
residuos de mazorca. Por otro lado, los compuestos flavonoides que se logro identificar fueron
quercetina 4-glucdsido, miricetina, apigenina y kaempherol; estando de nuevo en ambos
residuos de maiz. Pese a que tanto en los extractos RM1 y en RM2 estan presentes los
mismos compuestos, atendiendo a las areas del cromatograma, se puede comprobar que
dichos compuestos estan en una mayor cantidad en el RM1. Gran parte de los compuestos
identificados también lo fueron en otros estudios en donde también se extrajeron e
identificaron CPT [12, 13, 28-32]. Aunque etil ferulato se considera un compuesto fendlico se
puede decir que es un fenilpropanol soluble en etanol y derivado del &cido ferulico [33, 34].

Tabla 2. Compuestos identificados en los extractos de residuo de mazorca de maiz con el método de
HPLC.

Compuesto Tiempo Estructura Maximo Espectro
retencion absorbancia
(min) (210-400 nm)
ACidO Gaélico o 100 Ac.Gélico - 5.395 (Patron10-r001.dx)
(Acido 3,4,5- HO oo
trihidroxibenzoico) 55 OH 280 70
HO =%
OH =
ACIdO p' O 100 16.068 - 16.062 (Patron10-r001.dx)
hidroxibenzoico @TO a0
16.5 o T 240 7o
I = 50




Trabajo de Fin de Grado David Pacio Teso
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos Universidad de Burgos

Tabla 2 (Continuacion)

Compuesto Tiempo Estructura Méaximo Espectro
retencion absorbancia
(min) (210-400 nm)
ACidO Vanillinico a 100 25:106 - 25.102 (Patron10-r001.dx)
(Acido 4-hidroxi-3- OH =
metoxibenzoico) 255 HO 280 &
OCHg S
Acido Slringlco O OH o0 30.436 - 30.435 (Patron10-r001.dx)
(Acido 3,5-dimetoxi- 5 = S
4-hidroxibenzoico) 30.9 80 70
HaCO OCH; L
OH 0
ACidO p_cumérico (] 100 Sumarico - 39.302 (patron maiz2.dx) (¢
(Acido trans-4- = =0 s
hidroxicinamico) 39.9 oH 280 _ % s
HOY 2] /\
Vani”ina o] 40.262 - 40.249 (Patron10-r001.dx)
H
(4-hidroxi-3- 41.1 HO/Q)L 280
metoxibenzaldehido) OCH;
Acido ferdlico 9
(Acido 4-hidroxi-3- 49.6 R 330
metoxicindmico) HO
OGHg
Quercetina 4'- ,,c,:[i I
5si !
glucésido 62 " HG:E,--,H - 370
(3131,41,5,7_ . o e
pentahidroxiflavona &
4'-glucosido) OH g
- . N OH O
Miricetina Jf oH
(3,3'4'5,5'7- 63.8 HO»E/ o l OH 370
hexahidroxiflavona) o
OH
Resveratrol HO.
L l e OH
(5-[(1E)-2-(4- 66.2 @ 330
hidroxifenil) etenil]- -
1,3-benzenodiol) OH
Apigenina oH o
.
4.5,7- 69.6 g 330
trihidroxiflavona HOT O o
) L
< 0H
Kaempherol oH o
oM
(3.4.5.7- 701 LI 370
tetrahidroxiflavona) HO o “ﬁ:/‘L
F 00
Etil ferulato o
. . . 7 'XJoﬂcm
(Etil 4-hidroxi-3- 71.1 JJ;\ I 330
metoxicinamato) HO
OCHy
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4.2.-COMPARACION DE LOS PROCESOS DE EXTRACCION ASISTIDO CON
ULTRASONIDOS Y EN TANQUES AGITADOS

En este apartado se pretende comprobar las diferencias existentes, en cuanto a nivel de
recuperacion de CPT y de CFT se refiere, entre la extraccion asistida con ultrasonidos (EUS)
y la extraccion convencional con agitacion rotatoria (AR).

La Fig.3A muestra los resultados de cantidad de CPT y de CFT recuperados tras extraccion
convencional con agitacion rotatoria (AR) a 40 °C a lo largo del tiempo, utilizando como
disolvente etanol y una concentracion de solido RM1 del 5% p/v. Como se puede observar,
tanto la extraccion de CPT como la de CFT mediante AR sigue una tendencia ascendente a
medida que aumenta el tiempo de extraccion, lograndose el maximo de recuperacion a los
1800 min. Por lo que de nuevo se vuelve a comprobar el efecto del tiempo.

3000 2000 : 5
(A) Oxi=CPT e (B) DECPTAR | o=
2500 - i a BI=CFT-
Oxi=CFT = Oi=CPT-US
—~ 1500 - mi=CFT-US
% 2000 d 9
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Cc Ex [@))
o a b = =
X< 1500 = =
S, S 1000 -
£ E
= 1000 <
500 o
500 { | |, b c e f a b
0 l—l t |_| t I—I t |_| t |_| 0 |_| N |-_|
15 30 60 120 1800 AR us
tiempo(min) Tipo de extraccion

Figura 3. Resultado de extraccién de compuestos fenélicos totales (CPT) y flavonoides totales (CFT) a
40 °C empleando extraccion convencional con agitacion (AR) y extraccion asistida por ultrasonidos
(EUS) con una con una carga de sélido RM2 del 5% p/v y etanol como disolvente. (A)Cinética de

extraccion mediante AR. (B) Comparacién de resultados de EUS y AR con un tiempo de contacto de
60 min.

Por otro lado, en la Fig.3B, se expone la comparacién de resultados de extraccion a 40 °C de
EUS y AR a un tiempo de contacto de 60 min y con una carga de sélido RM1 del 5% p/v en
etanol. Respecto a los CPT, se puede observar que a los 60 min se consigue una mayor
extraccion gracias al empleo de EUS, obteniendo una cantidad de 1833 + 31 mg CPT/kg ss
frente a los 1597 + 31 mg CPT/kg ss obtenidos a través de AR; siendo esta una diferencia
significativa (p < 0,05). A su vez también se aprecia que a los 60 min con EUS se obtiene una
cantidad significativamente igual (p > 0,05) que la extraida mediante AR durante 120 min
(1800 + 46 mg CPF/Kkg ss). A pesar de que la extraccion mediante EUS a los 60 min es inferior
a la obtenida mediante AR durante 1800 min, esta corresponde aproximadamente al 70% de
la extraccion con AR a los 1800 min.

La extraccion de CFT sigue un comportamiento igual que el de los CPT, debido a que a los
60 min se obtiene una extraccién de 261 +2 mg CFT/kg ss mediante EUS por los 251 + 2 mg
CFT/kg ss, siendo estos dos valores significativamente distintos (p < 0,05). Por otra parte, la
cantidad de flavonoides extraidos a los 60 min mediante EUS es significativamente igual (p >
0,05) a la extraida a los 120 min mediante AR (262 + 3 mg CFT/kg ss).

Asi podemos ver que la extraccion en EUS parece mas eficiente que la convencional en bafios
agitados, probablemente por el aumento de la velocidad de difusion por el fenébmeno de
cavitacion fendmeno de cavitacion mediante el cual se provoca la generacion de burbujas en
el sistema durante la extraccion. Gracias a que se generan corrientes de cavitacion se produce
una mayor fragmentacion de las células, lo cual hace que aumente la transferencia entre el
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sé6lido del residuo del maiz y el disolvente ya que estas corrientes ayudan a provocar la ruptura
celular [25,32].

Pese a que la extraccion en bafio asistida por ultrasonidos resulta ser mas efectiva que la
convencional se desestimara el uso de esta primera para el resto del estudio debido a la
dificultad de mantener la temperatura a un valor constante durante el periodo de extraccion.

4.3.- RESULTADOS EN LA EXTRACCION EN TANQUES AGITADOS

En este apartado se expondran los resultados obtenidos a través de la extraccion
convencional en tanques agitados con agitacion rotatoria, donde se estudiara el efecto de la
temperatura y del disolvente y se realizara un estudio cinético.

4.3.1. Estudio del efecto de la temperatura

En primer lugar, a la hora de realizar la extracciébn convencional, se quiso estudiar si la
temperatura influye a la hora de realizar la extraccién. Por ello en la proxima figura (Fig.4) se
representan las cinéticas de extraccion convencional con agitacion rotatoria (AR) a
temperaturas de 40 y 70°C, utilizando el RM1 en una concentracion del 5% p/v y empleando
como disolvente etanol.

Como se puede comprobar (Fig.4) empleando una temperatura de 70 °C se consigue una
mayor extraccion, viéndose esta aumentada con el transcurso del tiempo; tal y como ya se
observé anteriormente. En el caso de los CPT se observa que, desde los primeros minutos
de la cinética, la extraccion es significativamente mayor a la temperatura de 70°C respecto a
la de 40 °C. En cambio, en el caso de los CFT, se obtienen valores de extraccion
significativamente iguales o muy parecidos para ambas temperaturas, pero a medida que
avanza el tiempo (a partir del min 30) estas se van diferenciando, obteniéndose de nuevo
extracciones significativamente mayores a favor de la temperatura de 70 °C.

3500 - ®i=CPT; 40°C
3000 - 0i=CFT; 40°C
2500 - o | mi=CPT;70°C
2000 1 o’ e i=CFT;70°C

X; (mg/kg ss)

m>000 O (e}
(O + + +
0 500 1000 1500 2000

tiempo (min)

Figura 4. Resultados de la cinética de extraccion de compuestos fenodlicos totales (CPT) y de
compuestos flavonoides totales (CFT) mediante extraccion convencional con agitacion rotatoria en
etanol a temperaturas de 40 y 70 °C empleando una concentracion de sélido RM1 del 5% p/v.

A continuacion, se utilizé un modelo cinético de segundo orden para ajustar los datos
experimentales en las cinéticas de extraccion [35] [36] correspondientes a las extracciones
representadas en la Fig.4.

dx

E=h*(Xm—X)2 [1]

10
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En Ec. 1, el parametro h representa a una constante cinética del proceso de extracciéon, X.
corresponde a la fraccién en peso de CPT o CFT liberados en la saturacion o en el estado
estacionario y X hace referencia la extraccion en cada momento de la cinética. Mediante la
integracién de Ec.1, bajo los limites de integracién de X=0 para t=0 y X para cualquier tiempo
t, se obtiene la Ec. 2:

XOO

X=Xpp ——2—
o 1+h*t*Xeo

[2]

Linealizando la Ec 2 se obtiene Ec. 3:
1 1

=—t+ [3]

t
X Xeo | h#Xe

El modelo lineal, Ec. 3, se emple6 para el calculo del coeficiente h y del parametro X.. En la
siguiente figura (Fig.5) se representa t/X frente al tiempo. Gracias al valor de la pendiente se
pudo calcular “X.” (es el inverso); y gracias al valor correspondiente a la ordenada en el origen
se calcula h (es el inverso del producto de la ordenada en el origen por X.2). En la tabla (tabla
3) se mostraran los valores de R?, hy X..

0,6 6,000
205 | (A) 5,000 | (B)
& =
= 0,4 & 4,000
o ~
(@) ~
203 T 3,000
= @) F1
~ oo
£ 0,2 € 2,000
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X 01 'E 1,000 o
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0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
tiempo (min) tiempo (min)
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Figura 5. Modelos cinéticos de extracciéon convencional con agitacion rotatoria a 40 y 70 °C en etanol
empleando una carga de sdélido RM1 del 5% p/v. (A)Modelo cinético de compuestos fendlicos totales
(CPT). (B) Modelo cinético de compuestos flavonoides totales (CFT).

Como podemos observar (Tabla 3) todos los modelos se ajustan bastante bien debido a que
presentan un valor de R? muy elevado, siendo este siempre superior a 0,950. Respecto a los
CPT podemos ver como la velocidad de extraccion es superior empleando una temperatura
de 70°C, debido a que la constante cinética (h) es mayor en comparacion a la constante
correspondiente a los 40 °C. Lo mismo ocurre en el caso de los CFT. También podemos
observar que la velocidad de extraccion de los CFT es superior a la de los CPT.

Tabla 3. Coeficientes cinéticos calculados a partir de la Ec.3 para los modelos cinéticos de extraccion
convencional con agitacion rotatoria a 40 y 70 °C con etanol puro como usando una concentracion de
sélido RM1 del 5% pl/v.

Temperatura (°C) Fraccién h Xeo; R?
extraida X (Mg x (Mg/kg ss)
xi/(kgss*min))
40 CPT 9,859 E-06 2590,673 0,977
CFT 7,528 E-04 296,472 0,999
70 CPT 1,186 E-05 4366,812 0,999
CFT 7,733 E-04 540,832 0,998
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4.3.2. Estudio del efecto del disolvente

Una vez observado que el efecto de la temperatura es un pardmetro a tener en cuenta a la
hora de llevar a cabo una extraccion se procede a comprobar el efecto del disolvente. Para
ello se utilizara etanol, agua y distintas mezclas etanol-agua (50, 70 y 90% etanol).

Los experimentos se realizaron en bafios con agitacion rotatoria a 70 °C utilizando una carga
de solido RM1 del 5% p/v y empleando los disolventes mencionados anteriormente. Los
resultados de las cinéticas de extraccién de CPT y CFT se muestran a continuacion en las
siguientes figuras (Fig.6 y Fig.7).

En la Fig.6 se representan las cinéticas de extraccion de CPT bajo las condiciones
anteriormente mencionadas. Se observa una clara diferencia en cuanto a cantidad de CPT
recuperados en funcion del disolvente empleado. Parece evidente que la utilizacion de las
mezclas etanol-agua resultaron mucho mas efectivas que el uso de soluciones puras debido
a que con estas Ultimas se obtienen las extracciones mas bajas. De este modo, una vez
llegadas a las 30 h, se puede llegar a extraer hasta 3,21 veces mas de CPT utilizando las
mezclas etanol-agua (10102 + 31 mg CPT/kg ss con 70% etanol frente a los 3140 + 14 mg
CPT/kg ss con 100% agua).
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Figura 6. Resultados de las cinéticas de extraccion de CPT a través de extraccion convencional con
agitacion rotatoria a 70 °C con una concentracion de solido RM1 del 5% p/v utilizando como disolvente
etanol, agua y sus mezclas.

La cinética de extracciéon de los CFT se muestra en la Fig.7, donde de nuevo la cantidad de
flavonoides recuperados se ve influenciada por el tipo de disolvente. Al igual que ocurre con
los CPT, con el uso de los disolventes puros se vuele a lograr las extracciones mas bajas; por
lo que las mezclas etanol-agua resultan ser mas eficaces de nuevo que el uso de disolventes
puros. En este caso la extraccion maxima de CFT empleando una mezcla como disolvente
fue de 1431 + 11 mg CFT/kg ss (con 70% etanol) mientras que la minima utilizando un
disolvente puro fue de 370 £ 2 mg CFT/kg ss (con 100% agua), lo que supone una extracciéon
3,87 veces menor.
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Figura 7. Resultados de las cinéticas de extraccion de CFT a través de extraccion convencional con
agitacion rotatoria a 70 °C con una concentracion de solido RM1 del 5% p/v utilizando como disolvente
etanol, agua y sus mezclas.

Observando simultaneamente ambas cinéticas, se comprobé las mezclas etanol-agua
proporcionan unos mejores valores de extraccion de CPT y CFT que las disoluciones puras
bajo las mismas condiciones de operacidn. También se observé que la extraccibn mediante
etanol puro fue mejor que a través del disolvente 100% agua. Dentro de las mezclas etanol-
agua, la mezcla 90% etanol result6 ser la menos efectiva a la hora de la extraccién, mientras
que con la utilizacién de mezclas 70 y 50 % etanol se obtuvieron resultados parecidos, aunque
siempre la mayor extraccion se consiguié con el disolvente 70% etanol. Estos resultados
indican que un cambio de polaridad del disolvente afecta a los resultados de extraccion para
este tipo de residuo sélido, resultando la mas 6ptima entre las ensayadas la del 70% etanol
con un 30% agua. Destacar que, independientemente el tipo de disolvente que se utilice, la
mayor parte la extraccion se produce en los primeros minutos, ya que una vez alcanzada la
hora se logra extraer entre el 75y el 92% de los CPT y entre el 59 y el 86 % de los CFT. Decir
también que una vez alcanzadas las 24 h parece completarse la extraccién tanto de CPT
como de CFT, debido a que no existe diferencias significativas entre las determinaciones de
CPT y CFT correspondientes a las 24 h de extracciéon y a las 30 h (extracto final).

Los resultados en cuanto a la influencia del disolvente resultaron ser coherentes debido a que
al emplear mezclas etanol agua se logra modificar la polaridad del disolvente haciendo que
aumente la selectividad en comparacion con el agua puray el etanol puro [5, 11, 13].

Al igual que se hizo anteriormente se va a emplear un modelo cinético de segundo orden para
ajustar los datos experimentales en las cinéticas de extraccion, pero esta vez
correspondientes a las extracciones correspondientes a las mostradas en Fig.6 y Fig. 7.
Mediante la Ec.3 se pudo calcular, como ya se explicéd, los parametros R?, h y X., cuyos
valores se exponen a continuacion (Tabla 4).

Como se aprecia (Tabla 4) el modelo vuelve a ajustarse bastante bien ya que los valores de
R? son muy altos, siendo estos iguales o superiores a 0,990. Respecto a los CPT, las mayores
velocidades de extraccion se obtuvieron cuando se empleé como disolvente agua y la mezcla
50% etanol. Al usar como disolvente la mezcla 70% etanol se vio que la velocidad de
extraccion obtenida fue la mas baja, aunque también es con el que se logré la mayor cantidad
de CPT extraidos. En cuanto a los CFT las mayores velocidades de extraccion se lograron
mediante los disolventes puros de etanol y agua, aunque también sus extracciones finales
fueron las menores. En cambio, esta vez es con la mezcla 50% etanol con la que se consigui6
una menor velocidad de extraccion de CFT.
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Tabla 4. Coeficientes cinéticos calculados a partir de la Ec.3 para las extracciones en bafio con
agitacion rotatoria a 70 °C empleando distintas proporciones etanol-agua.

Disolvente Fraccion h Xeo; R?
extraida x (mg X (mg/kg ss)
xi/(kgss*min))
100% etanol CPT 1,186 E-05 4366,812 0,999
CFT 7,733 E-04 540,832 0,998
90% etanol CPT 7,024 E-06 7633,587 0,998
CFT 2,412 E-05 1015,228 0,995
70% etanol CPT 7,628 E-06 10204,0816 0,999
CFT 1,317 E-05 1440,922 0,990
50% etanol CPT 2,581 E-05 9708,738 0,999
CFT 3,371 E-05 1221,001 0,999
100% agua CPT 7,057 E-05 3134,796 0,999
CFT 4,670 E-04 362,056 0,999

4.3.3. Caracterizacion del extracto final

Para tratar de identificar y cuantificar los CPT y los CFT presentes en RM1 se realiz6 un
analisis HPLC de los extractos finales obtenidos a partir de las extracciones convencionales
con agitacion rotatoria a 70 °C con una concentracion de solido RM1 del 5% p/v y empleando
los disolventes 100% etanol, 70% etanol y 100% agua.
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Figura 8. Cromatogramas correspondientes a las extracciones convencionales con agitacion rotatoria
a 70°C con una concentracion de solido RM1 del 5% p/v, utilizando como disolvente (A) 100% etanol
(B) mezcla etanol-agua 70% etanol y (C) 100% agua.
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Figura 8 (Continuacion)

A continuacion (Tabla 5) se muestran la concentracién de los compuestos fenélicos que se
identifican por HPLC en los extractos de las extracciones mencionados anteriormente. La
concentracion se ha calculado a partir de las curvas de calibrado a 280 nm de cada compuesto
individual teniendo en cuenta el area de cada pico correspondiente, excepto quercetina 4-

glucésido que se cuantificé a partir de la curva de calibrado de 370 nm, donde tiene su maximo
de absorcion.

Tabla 5 Resultados de cuantificacion de polifenoles y flavonoides totales en los extractos finales
obtenidos en un proceso de extraccion con agitacion rotatoria a 70°C con una carga de sélido RM1 del

5% pl/v utilizando como disolvente etanol 100% etanol, la mezcla etanol-agua 70% de etanol y 100%
agua.

Compuesto N° en el 100% etanol  70% etanol 100% agua
cromatograma x (mg/kg ss)  x (mg/kg ss) X (mg/kg ss)
Acido galico 1 n.d. n.d. 10+1
Acido p-hidroxibenzoico 2 n.d. n.d. 61
Acido vanillinico 3 n.d. n.d. 27,20+ 4
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Continuacion Tabla 5

Compuesto N° en el 100% etanol  70% etanol 100% agua
cromatograma x (mg/kg ss)  x (mg/kg ss) X (mg/kg ss)
Acido siringico 4 28+3 104 + 7 106 + 2
Acido p-cumarico 5 46 £ 3 785,8 + 2 231+4
Vanillina 6 12+1 1242 +8 93,3+0,6
Acido ferdlico 7 15+04 12+£2 29,10 £ 0,08
Quercetina 4-glucésido 8 76+ 4 181+2 1309
Miricetina 9 21x0,2 112 71
Resveratrol 10 11+1 20+ 3 1,60 = 0,06
Apigenina 11 15+2 55+3 2,30 £ 0,07
Kaempherol 12 2312 9918 4,1+0,3
Etil ferulato 13 190+ 6 925+ 54 53+0,7
CPT 4338 + 14 10102 £ 31 3140 + 14
CFT 541 £ 27 1431 £ 11 3702
FRAP 37+1 141+ 3 26,7+ 0,6
Soélidos totales 59257 £ 266 50611 + 986 87515 + 779

*No detectado (n.d.)

Como se puede apreciar (Tabla 5) los compuestos obtenidos mediante el empleo como
disolvente de etanol puro y de la mezcla-etanol agua al 70% son los mismos. Cuando se utiliza
100% agua como disolvente se extrae ademas acido galico, acido p-hidroxibenoico y acido
vanillinico. Los Unicos compuestos flavonoides que se lograron identificar y cuantificar fueron
la quercetina 4-glucdsido, miricetina, apigenina y kaempherol. En los extractos obtenidos
mediante el empleo de 100% etanol y 70% etanol como disolvente el compuesto fendlico que
se encuentra en mayor cantidad es etil ferulato, el cual representa la mayoria absoluta de la
cantidad de fenoles cuantificados. El &cido p-cumarico y acido siringico son los compuestos
gue en mayor cantidad se encuentran tras etilferulato; y el flavonoide que se encontré en
mayor cantidad fue quercetina 4-glucésido. En cambio, atendiendo a la extraccion en la que
se empled a 100% agua, etil ferulato pasa a ser a uno de los compuestos fendlicos que menos
se logra extraer, siendo acido p-cumarico, quercetina 4-glucésido y &cido siringico los
compuestos que se encuentran en mayor cantidad.

También se procedi6 a obtener los sélidos totales (ST) de cada uno de los extractos finales
obtenidos tras las 30 h mediante AR. Para ello de cada extracto final se tomaron 10 ml, se
pesaron y se introdujeron en una estufa durante 48 h para obtener asi los ST. Con ellos y
junto a la cantidad de CPT obtenidos en el extracto final, se pude calcular el indice de pureza,
ya que su determinacion se obtiene gracias a la relacion de la concentracion de ST (mg ST/kg
ss) entre la concentracion de CPT (mg CPT/kg ss) presentes en el extracto final por cien. Los
resultados obtenidos se exponen a continuacion.
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Figura 9. Representacién de la cantidad de CPT (%) respecto a los solidos totales de los extractos
obtenidos mediante AR a 70 °C con una carga de solido RM1 del 5% p/v y empleando como disolventes
etanol, agua y sus mezclas.

En la Fig. 9 se muestran los porcentajes de CPT respecto a la cantidad de sélidos totales de
los extractos obtenidos mediante AR a 70 °C con una carga de solido RM1 del 5% p/v y
empleando como disolventes etanol, agua y sus mezclas.

Como se puede apreciar el % de CPT mas bajo corresponde al extracto obtenido con 100%
agua como disolvente, seguido del extracto correspondiente al disolvente de 100% etanol.
Los extractos de las mezclas etanol-agua presentan valores mas porcentaje de CPT, siendo
la mezcla 70% con la qgue mayor cantidad se obtiene. La explicacion a estos resultados se
debe que los CPT se encuentran adheridos a las cadenas de xilosa de la célula. Al emplear
solo agua como disolvente se produce la ruptura de esta cadena liberandose asi los CPT,
pero como consecuencia también se liberan muchos azlcares, los cuales también se
obtendran en la extraccién y hacen que el porcentaje de CPT sea el mas bajo. En cambio, el
etanol es capaz de que los CPT se disuelvan en él sin provocar la ruptura de la cadena de
xilosa, por lo que los azlcares no son liberados obteniéndose asi un porcentaje mayor de
CPT en comparacion con el uso agua pura. A la vista de los resultados, mediante la
combinacion de etanol-agua, se pueden lograr mayores porcentajes de CPT respecto a los
sdlidos totales.

4.2.4. Correlacion con capacidad reductora

Finalmente se procedio a evaluar la correlacion entre la capacidad reductora del extracto con
los CPT y con los CFT. Para ello se utilizaron los extractos procedentes de las extracciones
mediante AR a 70°C con una carga de sélido de 5% p/v y empleando como disolventes 100%
etanol, 70% etanol y 100% agua. Se determiné su capacidad reductora de dichos extractos
mediante el método FRAP, expresandose en mM FeSOs por kg de solido seco. A
continuacion, se represento la concentracion de CPT y de CFT frente a las medidas de FRAP
obteniéndose asi unas lineas de tendencia, cuyo R? nos indica la correlacién existente (a
mayor valor de R? mayor correlacién). En la siguiente tabla se exponen los valores de R?
obtenidos.

Como se puede comprobar (Tabla 6) al emplear 100% agua como disolvente obtenemos una
muy mala correlacion (tanto CPT como CFT) con la capacidad reductora del extracto. Esto
puede deberse a que CPT representan un porcentaje bajo respecto a los sélidos totales, lo
cual indica que hay muchas otras sustancias que podrian afectar a la capacidad reductora.
Cuando el disolvente es la mezcla 70% etanol podemos ver que son los flavonoides los que
influyen mas en la capacidad reductora. Esto es debido a que gracias a este disolvente se
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logré extraer una cantidad lo suficientemente considerable de CFT, como por ejemplo
quercetin 4-glucosido, miricetina, apigenina y kaempherol. Finalmente, con el empleo de
100% etanol vemos que la capacidad reductora se relaciona muy bien con los CPT, debido a
que se logré extraer una mayor cantidad de estos compuestos y no tantos de flavonoides.

Tabla 6. Valores de R? en las correlaciones de CPT y CFT con la capacidad reductora en los extractos
obtenidos mediante bafio con agitacion rotatoria a 70°C empleando como disolventes 100% etanol,
70% etanol y 100% agua.

Disolvente Fraccion R?
100% etanol CPT 0,9914
CFT 0,8008
70% etanol CPT 0,8645
CFT 0,9928
100% agua CPT 0,8049
CFT 0,8774

4.4.- EXTRACCION ASISTIDA CON MICROONDAS

Para concluir con el estudio se procedié a realizar la extraccion mediante la asistencia de
microondas, con el objetivo de comprobar si esta nueva variante resulta ser mas efectiva y
eficiente. En el proceso de extraccioén asistida por microondas diferenciaremos tres etapas.
La primera es la rampa de calentamiento y hace referencia al tiempo para que se alcance a
temperatura programada; la segunda es la etapa mantenimiento y corresponde al tiempo
durante el cual se mantiene la temperatura programada; y finalmente una etapa de enfriado,
que corresponde al tiempo necesario para que el extracto disminuya su temperatura y que su
retirada del equipo sea segura.

4.4.1. Tiempos de operacion del EMW

En primer lugar, los experimentos con microondas fueron encaminados en la busqueda de los
tiempos Optimos de rampa de calentamiento (tc) y de mantenimiento de temperatura (tm), para
posteriormente aplicarlos en la extraccion utilizando distintos disolventes.

En la Fig.10 se representan las extracciones obtenidas mediante EMW a 70 °C con una
concentracion de sélido RM1 del 5% p/v y utilizando como disolvente la mezcla 70% etanol,;
aplicandose distintos tc (1, 2, 4 y 6 min) y una tn de 1 min. Como se puede observar, la
cantidad extraida de CPT resulta ser muy parecida independientemente de t., obteniéndose
incluso valores significativamente iguales (p > 0,05) entre las extracciones correspondientes
alatcde2minyalade 6 min (7539 £ 130y 7473 £ 74 mg CPT/kg ss respectivamente). La
maxima extraccién se logré con t.c de 1 min, siendo esta de 7764 + 74 mg CPT/kg ss. Respecto
a la recuperacion de flavonoides las cantidades extraidas resultaron ser significativamente
iguales para todos los t., siendo la media de 290 + 16 mg CFT/kg ss.

Por otro lado, la Fig.11 muestra las extracciones obtenidas mediante EMW a 70 °C con una
concentracion de sélido RM1 del 5% p/v y utilizando como disolvente la mezcla 70% etanol,
aplicAndose distintos tn (1, 5, 10 y 20 min) y una t de 1 min. Al analizar el efecto que tiene
el empleo de distintos t, se vuelve a comprobar que, aunque las extracciones de CPT son
significativamente distintas (p < 0,05), no hay mucha diferencia entre ellas, obteniéndose asi
valores de extraccion parecidos comprendidos entre 8721 + 84 mg CPT/kg ss (tm 5 min) y
7763 £ 93 mg CPT/Kkg ss (tm 1 min). En cuanto a la recuperacion de CFT si que se observaron
mas diferencias, obteniéndose un minimo de extraccion de 270 + 14 mg CFT/kg ss para t, de
1 min y un maximo de 436 + 11 CFT/kg ss para tm de 10 min, siendo este ultimo valor
significativamente igual (p > 0,05) extraido con ty, de 20 min.
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Figura 10. Resultado de extraccion de compuestos fendlicos totales (CPT) y flavonoides totales (CFT)
a 70 °C empleando asistida con microondas (EMW) con una con una carga de solido RM1 del 5% p/v
usando la mezcla 70% etanol como disolvente y aplicandose distintos trc (1, 2, 4y 6 min) y una tm de 1
min.
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Figura 11. Resultados de extraccion de compuestos fendlicos totales (CPT) y flavonoides totales (CFT)
a 70 °C empleando asistida con microondas (EMW) con una con una carga de solido RM1 del 5% p/v
usando la mezcla 70% etanol como disolvente y aplicandose distintos tm (1, 5, 10 y 20 min) y una trc de
1 min.

Comprobando de forma global todos los resultados de todas las extracciones con EMW
anteriormente mencionadas (Fig. 10 y Fig.11) podemos ver como se consiguen resultados
relativamente parecidos en cuanto a extraccion de CPT y CFT (sobretodo en CPT), ya que la
extraccion méaxima de CPT fue de 8721 + 84 mg CPT/kg ss (tc 1 Y tn 5 min) y la minima de
7328 £ 55 mg CPT/kg ss (tc 4 y tm 1 min); mientras que la extraccion maxima de CFT fue de
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436 + 11 para mg CFT/kg ss (tc 1 Y tm 10 min) y la minima de 270 + 14 mg CPT/kg ss (tc 1 y
tm 1 min). Dado que la extraccion con MW con rampa de calentamiento de 1 min y un tiempo
de mantenimiento de la temperatura de 5 min fue la que mayor extraccion de CPT consiguio,
se empled esta combinacién de tiempos para comprobar el efecto del disolvente en la
extraccion asistida con EMW.

4.4.2. Estudio del disolvente

Aungue ya se vio que mediante la extraccion convencional con agitacion rotatoria (AR) el
mejor resultado de extraccion se obtuvo empleando como disolvente la mezcla 70% etanol,
se quiso comprobar si esto se reproducia en la extraccién asistida con microondas (EMW).

En la Fig.12 se muestran los resultados de extraccién de compuestos fendlicos totales (CPT)
y flavonoides totales (CFT) a 70 °C empleando EMW con una con una carga de solido RM1
del 5% p/v utilizando 100% etanol, 70% etanol y 100% agua como disolventes aplicandose un
tc de 1 miny un tn de 5 min.
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Figura 12. Resultados de extraccion de compuestos fendlicos totales (CPT) y flavonoides totales (CFT)
a 70 °C empleando EMW con una con una carga de solido RM1 del 5% p/v utilizando 100% etanol,
70% etanol y 100% agua como disolventes aplicandose un tc de 1 min y un tm de 5 min.

Tal y como se observa (Fig.12), los mejores resultados de extraccion se obtuvieron gracias al
empleo de la mezcla 70% etanol como disolvente, recuperando una cantidad (8732 = 83 mg
CPT/kg) de CPT hasta méas de tres veces superior respecto a los extraidos con los disolventes
puros (2566 + 33 mg CPT/kg en 100% etanol y 2647 + 16 mg CPT/kg en 100% agua). Los
resultados de recuperacion correspondientes a los disolventes 100% etanol y 100% agua
resultaron ser muy parecidos pese a que son significativamente distintos (p < 0,05).

Respecto a los CFT, se logré extraer una cantidad entre 2 y 4 veces superior a través del
disolvente 70% etanol (336 + 5 mg CFT/kg), de nuevo en comparacion con el uso de 100%
etanol y 100% agua. En este caso si que hay una gran diferencia entre la extracciéon de CFT
entre lo recuperado con el disolvente 100% agua (150 £ mg CFT/kg) y con el disolvente 100%
etanol (81 £ 7 mg CFT/Kkg).

4.4.3. Comparacién con convencional con agitacion rotatoria

Para concluir con el apartado de resultados se va a comparar la extraccion asistida con
microondas con la extraccidon convencional con agitacion rotatoria (AR). Para ello se tomaron
los resultados de EMW obtenidos con las extracciones del apartado 4.4.2 y para AR se
seleccionaron los extractos finales (a las 30 h) correspondientes a las extracciones de los
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disolventes 100% etanol, 70% etanol y 100% agua del apartado 4.3.2.. Dichos resultados se
muestran a continuacion en la Fig.13.
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Figura 13. Resultados de extraccién de compuestos fendlicos totales (CPT) y flavonoides totales (CFT)
a 70 °C mediante extraccion asistida con microondas (EMW) con una con una carga de sélido RM1 del
5% p/v aplicandose un tc de 1 min y un tm de 5 min y mediante extraccion convencional con agitacion
rotatoria (AR) utilizando 100% etanol, 70% etanol y 100% agua como disolventes.

Como se puede observar (Fig.13), independientemente del disolvente empleado, siempre se
consiguieron mejores resultados de extraccion, tanto de CPT como de CFT, a través de
extraccion en bafio con agitacion rotatoria (AR). Decir que esta diferencia en la extraccion en
funcion de la técnica empleada fue mas notoria en el caso de los CFT. Para ambas técnicas
de extraccidn, la mayor recuperacion se consiguié utilizando el disolvente 70% etanol, donde
en el caso de AR se extrajeron 10102 + 31 mg CPT/kg y en el caso de EMW 8732 + 83 mg
CPT/kg; y aunque el resultado de EMW es peor este supone el 86,35% de lo extraido a través
de AR, con la diferencia de que se necesitaron tan solo unos pocos minutos en vez de las 30
h de extraccion.

Se ha podido ver que mediante EMW a una temperatura de 70°C se logré un méaximo de
extraccion, el cual no iguala a lo obtenido mediante en bafio con agitacién rotatoria; pero como
indica la bibliografia si en la extraccion asistida con microondas se hubiera aplicado una
temperatura mayor los resultados hubieran sido mejores a los de extraccidon convencional en
bafio con agitacion. Esto es debido a que la extraccion asistida por microondas emplea la
energia de estas para provocar una rotacion y movimiento molecular del disolvente,
provocando que tanto la muestra como el disolvente se calienten rapidamente mejorando la
eficiencia y la eficacia de las extracciones [18,19]. El uso de temperaturas mayores se
desestimé por el efecto cocinado de las microondas sobre el sélido.

5.- CONCLUSIONS

Para finalizar con este estudio se procederd a exponer las conclusiones obtenidas tras el
andlisis de los resultados de las extracciones. Como hemos podido observar el residuo de
mazorca de maiz, residuo de la industria agricola y alimentaria, podria ser un subproducto de
interés debido a su revalorizacion debido a su contenido en compuestos fendlicos y
flavonoides. Asi pues, las conclusiones se enfocardn primero en la comparacion de los dos
residuos de maiz empleados continuando con las condiciones de extraccién para acabar
exponiendo las diferencias encontradas entre las distintas técnicas de extraccion.
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En cuanto a los residuos de maiz hemos podido comprobar que, pese a que se ha logrado
identificar los mismos compuestos, hay diferencias notorias en el contenido de compuestos
fendlicos totales y de compuestos flavonoides totales para cada tipo de residuo. En funcion
de que se sabe que hay variedades con mayor contenido de estos compuestos, una manera
de optimizar los procesos de extraccion seria la de escoger las variedades de mazorca de
maiz mas ricas en polifenoles.

En cuanto a las extracciones se refiere primero comentar que las relaciones masa/volumen
empleadas no parecen afectar a la extraccion, por lo que se pueden obtener practicamente la
misma cantidad de compuestos fendlicos y flavonoides empleando menor cantidad de masa.
También se ha podido comprobar que tanto la temperatura como el disolvente son dos
parametros a tener en cuenta, llegando a la conclusion de que mediante el empleo de
temperaturas mas altas y mezclas etanol-agua (la polaridad del disolvente se modifica),
siendo las mas efectiva la 70% etanol, se favorece el proceso de extraccion. Decir también
que, aunque mediante el empleo de agua pura como disolvente se extraen menos
compuestos fendlicos a la vez de extraer otras sustancias que afectan a la capacidad
reductora, también se logra extraer otros polifenoles que mediante los otros disolventes no se
logrd; como el acido galico, acido p-hidroxibenzoico y acido vanillinico. Por lo que en funcién
del compuesto en concreto que se desee extraer se podra utilizar un disolvente u otro.
Finalmente, respecto a las distintas técnicas de extraccion, en un primer lugar se comprob6
que el empleo de ultrasonidos resulta ser mas eficiente que la extraccion mediante bafio con
agitacion rotatoria, aunque habria que realizar un estudio del coste energético de estos dos
métodos para comprobar cual seria mas econdmicamente rentable a nivel industrial. Respecto
a la extraccion asistida con microondas hay conclusiones positivas y negativas. Las positivas
son que, en comparacion con el bafio con agitacion rotatoria, se logra extraer casi la misma
cantidad de compuestos polifendlicos totales en cuestiébn de muy pocos minutos en vez de
tener que emplear 24 horas de extraccion, por lo que resulta ser muy eficiente. Sin embargo,
decepciond no lograr una mayor extraccién en comparaciéon al bafio con agitacion como ya se
ha mencionado, por lo que habria que continuar realizando distintos experimentos con el
microondas en los que se probaran otras temperaturas de extraccion mayores, otros tiempos
de rampa de calentamiento y otros tiempos de mantenimiento para dar con las condiciones
Optimas de extraccion para esta técnica.
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