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Abstract

The current industrial system industrial dependence on non-renewable resources raises concerns
about sustainability and environmental impact. In this regard, biorefineries emerge as facilities where
biomass is converted into a wide range of products and energy. However, challenges in efficiently
utilizing biomass and optimizing processes such as pretreatment, fermentation, and product

separation.

This Doctoral Thesis is focused on optimizing two separation processes in biorefineries: i) selective
extraction of fermentation inhibitors from sugar-rich streams using liquid-liquid extraction techniques
to enhance fermentation yields, and ii) extraction of high-value phenolic compounds from orange solid
waste using solid-liquid extraction. In line with the principles of Green Chemistry, the use of eutectic
solvents and bio-based solvents is proposed for their renewable origin and low environmental impact.
Additionally, the use of ultrasound and microwave-assisted extraction techniques is suggested to

improve extraction yields while reducing time and energy consumption.

Firstly, a detoxification method for aqueous streams with high sugar and fermentation inhibitor
content is proposed, using liquid-liquid extraction with hydrophobic eutectic solvents based on
carboxylic acids and bio-based solvents (2-methyltetrahydrofuran, cyclopentyl methyl ether, and
limonene). Initially, the effect of initial concentration and temperature on phenolic compound
extraction was evaluated, finding that neither significantly affects extraction efficiency. Subsequently,
the selectivity of the solvents was studied in a synthetic mixture of phenolic compounds and glucose.
The results are very promising; the tested solvents can easily extract phenolic compounds but not
glucose. In particular, the bio-based solvent cyclopentyl methyl ether showed the best results and was
chosen to study more complex mixtures involving various inhibitors (phenolic compounds and furans)
and three types of sugars. This mixture was used to study the solvent-to-sample ratio and agitation
time, identifying an optimal solvent volume and maximum agitation time that maximizes extraction

efficiency.

In the second part, the valorization of orange peel waste through solid-liquid extraction of high-value
phenolic compounds is proposed. The study begins with the recovery of phenolic compounds using
conventional solvents (water, 80% ethanol in water, and ethyl acetate) to optimize assisted extraction
techniques (ultrasonic bath, ultrasonic probe, and microwave). The results showed that hydrophobic
solvents have low extraction capacity, and assisted extraction techniques reduce extraction time while

maintaining efficiency. Subsequently, extraction with different sustainable solvents was examined,



evaluating their performance with the same assisted extraction techniques. Eutectic solvents improve
extraction efficiency, particularly the solvent based on betaine and 1,2-butanediol. Finally, the
extraction of phenolic compounds and sugars present in orange peel waste using bio-based solvents
(2-methyltetrahydrofuran, cyclopentyl methyl ether, ethyl lactate, dimethyl isosorbide, cyrene, and y-
valerolactone) was quantified. Based on the results, a cascade recovery of the compounds of interest

is proposed, first extracting antioxidants with y-valerolactone and then sugars with ethyl lactate.

The results of this Doctoral Thesis highlight the potential of using eutectic solvents and bio-based
solvents in biorefinery extraction processes. Additionally, significant improvements are found when
using assisted extraction techniques, leading to notable reductions in both extraction time and energy

consumption.



Resumen

La dependencia del sistema industrial hacia recursos no renovables preocupa por su sostenibilidad e
impacto ambiental. En este contexto, surgen las biorrefinerias, donde se transforma la biomasa en
diversos productos y energia. Sin embargo, enfrentan desafios en el uso eficiente de la biomasa y la

optimizacion de procesos como el pretratamiento, la fermentacién y la separacién de productos.

Esta Tesis Doctoral se enfoca en la optimizacion de dos procesos de separacidn en biorrefinerias: i) la
extraccidn selectiva de inhibidores de la fermentacidon presentes en corrientes ricas en azucares,
utilizando técnicas de extraccion liquido-liquido para mejorar los rendimientos de la fermentacion, y
ii) la extraccidon de compuestos fendlicos de alto valor afiadido a partir de residuos sélidos de naranja,
mediante extraccidn sdlido-liquido. Siguiendo los principios de la Quimica Verde, se propone el uso de
disolventes eutécticos y biodisolventes, destacando por su origen renovable y bajo impacto ambiental.
Ademas, se sugiere el uso de técnicas de extraccion asistida por ultrasonidos y microondas para

mejorar los rendimientos de extraccion, reduciendo el tiempo y el gasto energético.

Primero, se propone un método de detoxificacidon de corrientes acuosas con contenido en azucares e
inhibidores de la fermentacién mediante la extraccion liquido-liquido con disolventes eutécticos
hidréfobos formados a partir de acidos carboxilicos y biodisolventes (2-metiltetrahidrofurano,
ciclopentil metil éter y limoneno). Primero, se evalud el efecto de la concentracién inicial y la
temperatura en la extraccién de compuestos fendlicos, encontrando que ninguno de estos factores
afecta significativamente la eficiencia de extracciéon. Después, se estudio la selectividad de los
disolventes en una mezcla sintética formada por los compuestos fendlicos y glucosa. Los resultados
obtenidos son muy prometedores, pues los disolventes probados pueden extraer facilmente
compuestos fendlicos, pero no glucosa. En particular, el biodisolvente ciclopentil metil éter mostro los
mejores resultados, siendo seleccionado para estudiar mezclas mas complejas que incluyen diferentes
tipos de inhibidores (compuestos fendlicos y furanos) y tres tipos de azlcares. Esta misma mezcla se
utilizé para estudiar la relaciéon disolvente-muestra y el tiempo de agitacion, encontrando un volumen

Optimo de disolvente y un tiempo maximo de agitacién que maximiza la eficiencia de extraccion.

En la segunda parte, se propone la valorizacion del residuo sélido de naranja a través de la extraccion
solido-liquido de compuestos fendlicos de alto valor afiadido. El estudio se inicid con la recuperacion
de compuestos fendlicos empleando disolventes convencionales (agua, disolucién de 80% etanol en
agua y acetato de etilo) para optimizar las técnicas de extraccién asistida (bafo de ultrasonidos, sonda
de ultrasonidos y microondas). Los resultados muestran que los disolventes hidréfobos tienen baja

capacidad de extraccidn, y las técnicas de extraccidn asistida reducen el tiempo de extraccién

Xi



manteniendo la eficiencia. Después, se examind la extraccidn con disolventes sostenibles, evaluando
su rendimiento con las mismas técnicas de extraccion asistida. Los disolventes eutécticos mejoran la
eficiencia de extraccidn, en concreto, el disolvente formado a partir de betaina y 1,2-butanodiol. Por
ultimo, se cuantificd la extraccion de compuestos fendlicos y azlcares empleando biodisolventes,
proponiendo una recuperacidon en cascada de los compuestos de interés, primero extrayendo

antioxidantes con y-valerolactona y luego azucares con lactato de etilo.

Los resultados de esta Tesis Doctoral destacan el potencial de los disolventes eutécticos y los
biodisolventes en los procesos de extraccion en biorrefinerias. Ademas, se observan mejoras

significativas en el tiempo y eficiencia de extraccidn al emplear técnicas de extraccion asistidas.

Xii



Tabla de Contenido

Agradecimientos vii
Abstract ix
Resumen xi
Tabla de Contenido xiii
Lista de Figuras XV
Lista de Tablas XXi
Abreviaturas y Acrénimos xxvii
1. Introduccién 31
O R =TT Y o = 1 Y= o =T USRS 33
1.1.1. Extraccidn selectiva de inhibidores de la fermentacion ...........c.cocooiieeiiie et 37

1.1.2. Extraccién de compuestos de alto valor afiadido
O © 10 3 Y [or= Y =] e 1RSSR 42
1.3. DisOIVENtES SOSTENIDIES......ccoeeiiee e e e e st e e et e e e s bt e e e entaeeernteeeesnsaeeeanns 45
1.3.1. DiSOIVENTES EUELECTICOS. .. ueiiutieeetiie ettt ettt e et e e ettt e e ettt e e e eteeeeeteeeeeeteeeeesbeeeeataeeessseseesaeeaasssaesnsseesasseseansaeeannes 46
1.3.2. 21 ToTe (o] V7T o) {T O OO URTRPSPROPUPROt 49
1.3.3. Herramientas COMPULACIONAIES .........eecuiieiieiie ittt e et e et e e et e e sseeeteesseeeseessaesnseenneennees 53
O S Yol o1 [or= T e [ <D d =Yl ol (o] o RSP PPRP 54
1.4.1. Extraccion asistida por Urasonidos. .....cccuuiiiiiieiiiiie ettt e tee e e sre e e st e e e s tre e e sabeeesbeeessaeaeanns 57
1.4.2. Extraccion asistida POr MICITOONAAS. ......ccuiiiiiiiieiiie ettt e e e et e e s e e e s ebbe e e s staeessabeeesabeeessaeasnnns 58
2. Objetivos 61
3. Materiales y métodos 67
3.0, REACTIVOS s 69
3.2 EQUIPOS et s 74
3.3. Preparacion de disOIVENtES EULECTICOS ....uuiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e etrba e e e e e e e e anraeeaaaeean 76
3.3.1. Disolventes eutécticos hidrOfODOS .......cccuiiiiiiiiiiiie e e e s tr e e e sabe e e sbeeesbaeaeanns 76
3.3.2. Disolventes eUtécticos NidrOfilOs ........ooiiuiiieiee ettt e et e e e e e e e aae e eebeeeeaeeaeenes 77
3.4, Preparacion A MUESIIAS .........uiiiieee i ettt eee e e ettt e e e e e es e e e e e e e e e bbtaeeee e e e s asaaaeeaeeeeaansssaeeaaeseaasnsseeaaansnn 78

Xiii



3.4.1. Disoluciones acuosas de inhibidores de la fermentacion... e ——————— 78

3.4.2. Muestras sélidas de residuo sOlido d& NArANJA .......ccevviiiiiiie e e e e e saaeeees 81
T =3 = ol ol o ] 1< SO PPP 82
3.5.1. G = Tetol T T Y 1o TU e Lo o U o o 82
3.5.2. |- (ool o] o o] [Te Lo T 110 [V T o N U PTOPRPPPRRPPPPRROt 83
3.5.3. EXEIACCION @SISTITA ..eeuvieiieiiieriie ettt sttt ettt s it e bt e st e et e e sab e ebeesabeebeesabeebaesabeebeenaees 84

R T Y/ =1 do T [o 1o LI Yo - 1 1 PSSP P R TRPPPT 86
3.6.1. PN T It o=t d o] o] do 3 0 T<] A4 ole Y3 86
3.6.2. ANALiSIS CrOMATOGIATICOS oiiiuviiiiiiiiecie ettt e st e et e et e e e s te e e sabeeesabeeeebaeeessbaeessbeeeassseaannns 88
3.7. RecuperacCion del diSOIVENTE ........ccicviie ettt et e et e et e e e e e e st e e e e eata e e e sasaeeesasteeeesssseeesnnaneesnseeean 94
3.8. CAlCUIOS COMPULACIONAIES....cccceeieeiiiieeeeiee ettt et e e ettt e et e e et e e e st e e e eataeesenaeeeesnsteeeessseeesnnnneesnseaean 95
3.8.1. Optimizacion de la geometria molecular empleando TUrbOMOIE........c.ueeeiiiiiiiiiiiiiiee e 95
3.8.2. Detalles computacionales del método COSMO-RS ........ooociiiiiiiiiiiiie ettt eire e et vae e e svee e seaeeee 96

4. Resultados y discusion 99
4.1. Extraccidn selectiva de inhibidores y @zUCAIeS ......ccccuveveeciiieiciie et e erer e e e srae e e saaeeeeaes 101
4.1.1. Extraccion liquido-liquido de compuestos FENGIICOS ......ccvirviiirieeierie e 101
4.1.2. Extraccidn liquido-liquido de compuestos fendlicos y glUCOSa .......cueevvviiiiiiiiiiiiieeccee e, 108
4.1.3. Extraccion liquido-liquido de inhibidores y @zUCares ........cccueecuvieieieeiciieecciee e e e svr e 113
4.1.4. LYoV o =T =T oY g WMo [l [ Yo 1 AVZ =Y o S 120
4.2. Extraccion de antioxidantes a partir de residuo sélido de naranja.........cccceeeeeeeecciiiiee e 123

4.2.1. Extraccién sdlido-liquido empleando disolventes convencionales ...

4.2.2. Extraccidn sdlido-liquido empleando disolventes eutécticos.........

4.2.3. Extraccidn solido-liquido empleado biodiSOIVENTES ........ccceeviieieeciecie e
5. Conclusiones Generales 163
Referencias 171
Anexos 197
Informacion experimental complementaria 199
Contribuciones cientificas 217

Xiv



Lista de Figuras

Figura 1.1. Esquema de los distintos sistemas de clasificacion de las biorrefinerias. ........cccocvvveunneen. 34

Figura 1.2. Estructura quimica de la biomasa lignoceluldsica, compuesta de lignina, celulosa y

NEMICEIUIOSA [24]. ceveeeiiieeeeeeteeee ettt e e e e et e e e e eesesatbaeeeeeeeeensssareeeeeseeessbraseeseeesnansens 35
Figura 1.3. Los 12 principios de |a QUIMICa VEIrde. .....cccueiiiiiiiii ettt savae s 43
Figura 1.4. Los 6 principios de la extraccion sostenible. ..........cooccvieiiiciiie i 44
Figura 1.5. Diagrama de fases sélido-liquido tipico de un disolvente eutéctico. .........ccccevcveeriveernens 47
Figura 1.6. Ejemplos de biodisolventes en funcidn de la biomasa de origen. .........ccceevvvevceeecveesneenne 50
Figura 1.7. Esquema del proceso de extraccion liquido-lHquido. .......ccceeeueevcieeeiieccee e 55
Figura 1.8. Esquema del proceso de extraccién sélido-liquido convencional. ........ccccecvveveeeicieennenns 56
Figura 1.9. Esquema de la onda de ultrasonidos y la variacion de las burbujas de cavitacion............. 57
Figura 1.10. Esquema de la extraccion sélido-liquido asistida por ultrasonidos. ........ccceveveeeiveernennns 58
Figura 1.11. Esquema de la extraccion sélido-liquido asistida por microondas. ..........ccceeveveeeiveesnenns 59
Figura 3.1. Esquema de la preparacién del residuo sélido de naranja (RSN). ......cccceeeeciieeeiciieeecnneenn. 82

Figura 3.2. Perfil del cromatograma de HPLC-DAD de la disolucién patron de 50 mg/L de los
compuestos fendlicos inhibidores de la fermentacidn a 270 nm (siringol, fenol, guayacol y o-cresol)

Y @325 NM (VAINITING). weeieeiiiiee e e et e e et a e e st a e e e eeatae e e eantaeeeeaaraeaeanns 89

Figura 3.3. Perfil del cromatograma de HPLC-DAD de la solucidon patrén de 50 mg/L de los
compuestos inhibidores de la fermentacién a 270 nm (furfural, acido 4-hidroxibenzoicosiringol,
acido vanilico, siringol, fenol y guayacol), a 284 nm (5-hidroximetilfurfural, 4-hidroxibenzaldehido y

vainillina) y 323 nm (acido cumarico y acido ferdlico). ......ccouriiiieieciiie e 91

Figura 3.4. Perfil del cromatograma de HPLC-DAD de la solucion patrén de 50 mg/L de los
compuestos fendlicos presentes en RSN a 271 nm (acido galico y acido protocatecuico), a 282 nm
(catequina, naringina y hesperidina), 323 nm (acido caféico, acido cumarico y acido ferdlico), y a

370 NM (FULING Y QUETCETING). .uvviieiiiiiie et e ettt e ettt e e ettt e e e tte e e e e be e e e eeabeee e e abaeeeeesseeeeeaasaeeeeansaeeeennsens 92

XV



Figura 3.5. Perfil del cromatograma de HPLC-RI de la disolucidn patrén de 10 g/L de los azlcares:

LYz [or= ] o 1Y T =d [V ol 1= AV 0 ot {0 - PRSI 93

Figura 3.6. Esquema de recuperacion del diSOIVENTE. .......c.eeeciiieiiee i 95

Figura 4.1. Comparacién de la eficiencia de extraccién de los DE hidréfobos (C8-C10, C8-C12, C10-
C12): (A) disoluciones de compuestos fendlicos individuales (100 mg/L); (B) mezcla
multicomponente de compuestos fendlicos (500-CF). Condiciones experimentales: relacion D:M =

1; t agitacidon= 15 min, reposo durante la noche; T= 25 °C; separacidn de fases: reposo durante la

Figura 4.2. Eficiencia de extraccidn de (A) fenol, (B) o-cresol, (C) guayacol, (D) siringol y (E) vainillina
de los disolventes estudiados (C8-C10, C8-C12, C10-C12, 2MeTHF, CPME y LIM) a diferentes
concentraciones iniciales de la mezcla multicomponente (50-CF, 100- CF, 250- CF y 500- CF).
Condiciones experimentales: relacion D:M = 1; t agitacién= 15 min; T= 25 °C; separacién de fases:

rePoSO AUFAaNTE 1@ NOCNE. .....uuiiieiee e e e e e et e e e e e e e s atra e e e e e e eeeannsraaeeeeeeeennnes 104

Figura 4.3. Eficiencia de extraccion de (A) fenol, (B) o-cresol, (C) guayacol, (D) siringol y (E) vainillina
con los disolventes ensayados (C8-C10, C8-C12, C10-C12, 2MeTHF, CPME y LIM) a diferentes
temperaturas (25, 40 y 60 °C) para la disolucidn 500-CF. Condiciones experimentales: relacion D:M
= 1; t agitacion= 15 min; C,= 500 mg/L (100 mg/L de cada compuesto fendlico); separacién de fases:

(T oTo oo [U] =T 0 (I - 1 Vo ol o =TRSO PR 107

Figura 4.4.Eficiencia de extraccidn de los disolventes (C8-C10, C8-C12, C10-C12, 2MeTHF, CPME y
LIM) para la muestra CF-GLU. Condiciones experimentales: relacién D:M = 1; t agitacidon= 15 min;

T=25 °C; Co compuestos fenslicos= 500 Mg/L; Co giucosa= 50 g/L; separacidn de fases: reposo durante la noche.

Figura 4.5. Energia de Gibbs y entalpia de exceso (izquierda) y contribuciones a la entalpia de exceso
(VdW, EH, FE) (derecha), para las siguientes mezclas equimolares: (A) fenol/disolvente, (B) o-

cresol/disolvente, (C) guayacol/disolvente, (D) siringol/disolvente y (E) vainillina/disolvente.......... 111

Figura 4.6. Energia de Gibbs y entalpia de exceso (izquierda) y contribuciones de a la entalpia de

exceso (VdW, EH, FE) (derecha), para la mezcla equimolar glucosa/disolvente. .........cccccevveeunennee. 113

Figura 4.7. Eficiencia de extraccidon del CPME en la mezcla sintética IF-AZ a diferentes tiempos de
agitacioén (5, 10, 15, 30, 45 min). Condiciones experimentales: relacién muestra: disolvente=1; t

agitacién=5, 10, 15, 30 y 45 min; T= 25 °C; separacion de fases: reposo durante la noche............... 114

XVi



Figura 4.8. Eficiencia de extraccidon del CPME en la mezcla sintética IF-AZ con diferentes relaciones
muestra: disolvente (0,1; 0,5; 1; 1,5). Condiciones experimentales: t agitacién= 30 min; T= 25 °C;

separacion de fases: reposo dUrante [a NOCNE.........c.uiiii ittt 117

Figura 4.9. (A) Energia de Gibbs y entalpia de exceso y (B) contribuciones de a la entalpia de exceso

(VdW, EH, FE), para la mezcla equimolar sSolUuto/CPME. ........c.ccoieeiienieeiteecieecee ettt 118

Figura 4.10. Estudio de la recuperacion del disolvente en tres ciclos para la mezcla sintética IF-AZ
utilizando CPME como disolvente. Condiciones experimentales: relacién D:M = 1; t agitaciéon= 30

min; T= 25 °C; separacion de fases: reposo durante |la Noche. ........ccoeecvieeiciiiei e 120

Figura 4.11. Efecto de la temperatura en la extraccidon de compuestos fendlicos de RSN utilizando
agitador orbital: (A) contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) y contenido de flavonoides
totales (TFC) y (B) cuantificacion por HPLC de flavonoides y &acidos fendlicos. Condiciones
experimentales: relacién D:M= 10; t extraccion= 60 min; T extraccion= 30 y 60 °C; t centrifugacién

4200 rPM) = L0 NN ettt e e et e e e ettt eeeeeabeeeeessaeeeeassaeaeeassseeeeassseeeeanseeseeanbseseeansseeesansens 125
( p

Figura 4.12. Efecto del tiempo de extraccién de compuestos fendlicos de RSN utilizando agitador
orbital: (A) contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) y contenido de flavonoides totales
(TFC) y (B) cuantificacién por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones experimentales:

relacion D:M= 10; t extraccién= 30, 60 y 90 min; T extraccién= 60 °C; t centrifugacién (4200 rpm) =

Figura 4.13. Comparacion de la extraccion utilizando agitador orbital (EAO) y bafio de ultrasonidos
(EABU): (A) contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) y contenido de flavonoides totales
(TFC) y (B) cuantificacién por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones experimentales:

relacion D:M= 10; t extraccidon= 30 min; T extraccién= 60 °C; t centrifugacion (4200 rpm) = 10 min.128

Figura 4.14. Efecto del tiempo de extraccion de compuestos fendlicos de RSN utilizando la sonda
de ultrasonidos: (A) contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) y contenido de flavonoides
totales (TFC) y (B) cuantificacion por HPLC de flavonoides y &acidos fendlicos. Condiciones
experimentales: relacion D:M= 10; P= 10 W; t extraccidon= 1,5; 3 y 6 min; T extraccidon= 60 °C; t

centrifugacion (4200 rPmM) = 10 MM ..uiiii et e et eeetee e e eete e e e eeabaeeeeeabaeeesessaeeeseasasaesassaeaeanns 130

Figura 4.15. Comparacion de la extraccién utilizando sonda de ultrasonidos (EASU) y microondas
(EAM): (A) contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) y contenido de flavonoides totales

(TFC) y (B) cuantificacién por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones experimentales:

XVii



relacion D:M= 10; t extraccidon= 1,5 min; T extracciéon= 60y 100 °C; t centrifugacién (4200 rpm) = 10

Figura 4.16. Efecto del tiempo de extraccién de compuestos fendlicos de RSN mediante extraccion
asistida por microondas: (A) contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) y contenido de
flavonoides totales (TFC) y (B) cuantificacion por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos.
Condiciones experimentales: relacidn D:M= 10; t extraccidon=1,5; 3 y 6 min; T extraccion= 100 °C; t

centrifugacion (4200 rpmM) = 10 MM .. eeee e e eerr e e e s stta e e e seataeeesastaeeesantaeeesnnsneaesnns 133

Figura 4.17. Extraccién de compuestos fendlicos de RSN utilizando disolventes eutécticos mediante
extraccién con agitador orbital: (A) contenido de compuestos fendlicos totales (TPC), contenido de
flavonoides totales (TFC) y capacidad antioxidante (CA) y (B) cuantificacion por HPLC de flavonoides
y acidos fendlicos. Condiciones experimentales: relacion D:M= 10; t extraccion= 100 min; T

extraccidon= 60 °C; t centrifugacion (4200 rpm) = 10 MiN. c.cccciieeeeciiee e e et 137

Figura 4.18. Extracto de RSN con Bet:1,2B (1:4) a 50 W. (A) Tiempo de extraccién 3 min, extracto
liguido, (B) tiempo de extraccién 6 min, extracto gelificado, (C) tiempo de extraccion 12 min,

L ATt o X o [ U 1T o g - [ [ TR SRR 142

Figura 4.19. Cuantificacion por HPLC de la optimizacion de la extraccion asistida por ultrasonidos
utilizando 70% EtOH y Bet:1,2B (1:4). Condiciones experimentales: relacion D:M= 10; P= 10, 20, 50

W; t extraccion= 3, 6, 9 min; t centrifugacion (4200 rpm) = 10 MiN. c..cceievieeriiiiee e eeieee e 142

Figura 4.20. Cuantificaciéon por HPLC de la optimizacién de la extraccidn asistida por microondas
utilizando 70% EtOH y Bet:1,2B (1:4). Condiciones experimentales: relacién D:M= 10; t extraccion=

3, 6,9 min; T= 60, 100 °C; t centrifugacion (4200 rpm) = 10 MiN. cccceeeeiiieeeeiiee e e e 144

Figura 4.21. Extracto de RSN con Bet:1,2B (1:4) utilizando extraccién asistida por microondas. (A)
Extracto a 60 °C a 3, 6 y 9 min (de izquierda a derecha), (B) Extracto a 100 °C a 3, 6 y 9 min (de

1ZQUIEIA@ @ AEIECNA). ..o ettt e et e e e et e e e e et e e e e e tte e e e esteeeeensreeaeennees 145

Figura 4.22. Espectro de infrarrojos de DE Bet:1,2B (1:4): (A) tras someterlo a sonda de ultrasonidos

durante 20 W y 6 min, (B) tras someterlo a microondas a 100 °Cy 6 min, (C) puro. .......c.ccccuvveenneee. 146

Figura 4.23. Coeficientes de actividad a dilucion infinita (y) de la hesperidina y la glucosa, y

coeficiente de reparto octanol-agua a dilucién infinita (Kow) de los biodisolventes estudiados. ..... 148

Xviii



Figura 4.24. Extraccion de RSN utilizando biodisolventes (2MeTHF, CPME, EL, DMI, CYR, GVL)
mediante extraccidn con agitador orbital (EAQ), extraccidn asistida por sonda de ultrasonidos
(EASU) y extraccidn asistida por microondas (EAM). (A) Contenido de compuestos fendlicos totales
(TPC), contenido de flavonoides totales (TFC) y capacidad antioxidante (CA). (B) Cuantificacién de
compuestos fendlicos mediante HPLC-DAD. (C) Cuantificacion de azlcares mediante HPLC-RI.
Condiciones experimentales: relacion D:M= 10. EAO: t extraccion= 30 min; T extraccion= 60 °C,
Agitacidn: 900 rpm. EASU: t extraccién= 6min; P =10 W. EAM: t extraccion= 6 min; T= 100 °C; t
centrifugacion (4200 rpmM) = 10 MM .. eceee e e ertre e e eetre e e esrtae e e seataeeesertaeesssnsaeessnssaeaesnns 150

Figura 4.25. Optimizacién con GVL como disolvente de la extraccion asistida por sonda de
ultrasonidos y microondas. Cuantificacién de compuestos fendlicos mediante HPLC-DAD vy
cuantificacidn de azucares mediante HPLC-RI. Condiciones experimentales: relacion D:M= 10. EASU:
t extraccién=1,5; 3y 6 min; P =10y 20 W. EAM: t extraccién=1,5; 3; 6; 9 y 12 min; T= 60, 80 y 100
°C; t centrifugacion (4200 rpmM) = 10 MIN. .eeiiiiuiiie ettt e e e e et e e e e e tee e e e e tee e e eebreeeeenseeeeeenses 155

Figura 4.26. Optimizacién con EL como disolvente en la extraccidon asistida por sonda de
ultrasonidos y microondas. Cuantificacion de compuestos fendlicos mediante HPLC-DAD vy
cuantificacidn de azlucares mediante HPLC-RI. Condiciones experimentales: relacién D:M= 10. EAO.
EASU: t extraccidon=1,5; 3y 6 min; P =10y 20 W. EAM: t extraccidon=1,5; 3; 6; 9 y 12 min; T= 60, 80
y 100 °C; t centrifugacion (4200 rpm) = 10 MIN. c.ueviiiiiiiieicieee et e s e esere e e e are e e s enreee s 158

Figura 4.27. Valorizacion del RSN a través de una extraccién en cascada. Etapa 1: Extraccidn asistida
por sonda de ultrasonidos con GVL como disolvente. Etapa 2: extraccidn asistida por ultrasonidos
emplando como disolvente EL. Condiciones experimentales Etapa 1y 2: relacién D:M= 10. EASU: t

extraccién= 6 min; P =10 W; t centrifugacion (4200 rpm)= 10 MiN. .....cccceeeeriiereeeiiiee e e 160

Figura A.1. Caracterizacién de los DE hidréfobos por *H-RMN (A) C8-C10, (B) C8-C12 y (C) C10-C12
LT3 T B T T PR 199

Xix



XX



Lista de Tablas

Tabla 3.1. Reactivos utilizados en los métodos de analisis, nimero CAS, pureza, proveedor y

L {0 (o1 10 [ = W 410 [=ToL V1 = 69

Tabla 3.1 (Continuacidn). Reactivos utilizados en los métodos de analisis, nimero CAS, pureza,

proveedor y eStructura MOIBCUIAT. ....oicuiiii et et e e e s e e e are e e e s areeeesanraee s 70
Tabla 3.2. Compuestos objeto de estudio, nimero CAS, pureza, proveedor y estructura molecular. 70

Tabla 3.3. Reactivos utilizados para la formacién de los disolventes eutécticos, nimero CAS, pureza,

proveedor y eStructura MOIBCUIAI. .......uuviiiiii et e e e e e e re e e e e e e e e nbraaeeeeeeeeennes 72

Tabla 3.4. Disolventes moleculares utilizados, numero CAS, pureza, proveedor y estructura

(0 T0] (Yol U] F= Y TR 73

Tabla 3.5. Equipos e instrumentos empleados durante la Tesis Doctoral, junto con sus

LoF: | =T L= ] o= S 74
Tabla 3.6. Disolventes eutécticos hidréfobos utilizados. .......cceeceveiieerciecce e 77
Tabla 3.7. Disolventes eutécticos hidrofilos Utilizados. ........cceevcieiiiiiiniiiiiiee e 78
Tabla 3.8. Disoluciones acuosas estudiadas en la extraccidn liquido-liquido.........cccccveeiiiiiieeeiiinenen, 81

Tabla 3.9. Disolventes y condiciones para cada tipo de muestra estudiadas en la extraccién liquido-

[0 TUT o Lo TR TSP 83

Tabla 3.10. Disolventes y condiciones estudiadas en la extraccidn sélido-liquido de RSN................... 85

Tabla 3.11. Gradiente utilizado para la separacion cromatografica de los compuestos fendlicos. A:

disolucion acuosa de 4cido acético al 2% (v/v); B: acetonitrilo. .....ccccueecveeiiiecieeciecie e 89

Tabla 3.12. Gradiente utilizado para la separacién cromatografica de los inhibidores (furanos y

compuestos fendlicos). A: disolucidén acuosa de acido acético al 1,25% (v/v); B: acetonitrilo............. 90

Tabla 3.13. Gradiente utilizado para la separacién cromatografica de antioxidantes presentes en

RSN. A: disolucion acuosa de acido acético al 1,25% (v/v); B: acetonitrilo........cccccveveeveencieecieecieeniens 92

XXi



Tabla 4.1. Selectividad de los disolventes estudiados en la extracciéon de la muestra CF-GLU.
Condiciones experimentales: relacién D:M = 1; t agitacion= 15 min; T= 25 °C; Co compuestos fenslicos= 500

mg/L; Co g|ucosa= 50 g/l_ .......................................................................................................................... 109

Tabla 4.2. Selectividad hacia la hesperidina de los disolventes estudiados. .........cccoecveeeeicveeeennnnenn. 140

Tabla 4.3. Temperatura final y aspecto de los extractos durante la extraccion asistida por sonda de

OTR =YY T Lo Lo Te L1 N 2 ] 141

Tabla 4.4. Temperatura final en la optimizacién de la extraccidon con sonda de ultrasonidos

(T aaY o1 [SE=TaTe (o TN C YA USSR 156

Tabla 4.5. Temperatura final en la optimizacion de la extraccién con sonda de ultrasonidos con

PP PPPPPPPPTN 159

Tabla A.1. Rectas de calibrado de los anadlisis espectrofotomeétricos. ........ccccevveevceeiiieencee s 200

Tabla A.2. Rectas de calibrado de los métodos de HPLC (area del pico vs. concentracidn de las

respectivas MUESEIras @STANAAI). ......eii ettt e e et re e e e s be e e e e abae e e e eabbeeeeensreeeeennes 200

Tabla A.3. Comparacion de la eficiencia de extraccion de los DE hidréfobos (C8-C10, C8-C12, C10-
C12) para las disoluciones simples de 100mg/L de fenol, o-cresol, guayacol, siringol y vainillina.

Condiciones experimentales: relacion D:M = 1; t agitacion= 15 min; T=25 °C. ....ccccceeeviveeeecrieeeennen, 201

Tabla A.4. Eficiencia de extraccion de los disolventes ensayados (C8-C10, C8-C12, C10-C12,
2MeTHF, CPME y LIM) a diferentes concentraciones iniciales de la mezcla multicomponente (50-CF,
100- CF, 250- CF y 500- CF). Condiciones experimentales: relacidon D:M = 1; t agitacion= 15 min; T=
25 s ittt bttt h ettt eh e bt bt ea e e bt eh e et e eh e e a b e ekt eh e e be e At ea e e bt eheea b e bt et e nbeebeeatenbeeneebens 201

Tabla A.5. Eficiencia de extraccion de los disolventes ensayados (C8-C10, C8-C12, C10-C12,
2MeTHF, CPME y LIM) a diferentes temperaturas (25, 40 y 60 °C) para la mezcla 500-CF. Condiciones

experimentales: relacion D:M = 1; t agitacion= 15 min; Co= 500 ME/L....cceeeevrrreiereereeecreeeereeeereeennes 202

Tabla A.6. Eficiencia de la extraccidon de los disolventes ensayados (C8-C10, C8-C12, C10-C12,
2MeTHF, CPME y LIM) en la muestra CF-GLU. Condiciones experimentales: relacién D:M = 1; t
agitaCién= 15 min; T: 25 OC; Co compuestos fendlicos— 500 mg/l_; Co glucosaz 50 g/L ........................................ 202

xxii



Tabla A.7.Eficiencia de extraccién del CPME en la mezcla sintética IF-AZ a diferentes tiempos de
agitacién. Condiciones experimentales: relacién muestra: disolvente=1; t agitacion= 5, 10, 15,30y

A5 MIN; TE 25 C. oo 203

Tabla A.8. Eficiencia de extraccion del CPME en la mezcla sintética IF-AZ con diferentes relaciones

muestra: disolvente. Condiciones experimentales: relacion D:M=0,1; 0,5; 1; 1,5; t agitacidn= 30 min;

Tabla A.9. Estudio de la recuperacién del disolvente en tres ciclos para la mezcla sintética IF-AZ
utilizando CPME como disolvente. Condiciones experimentales: relacién D:M = 1; t agitaciéon= 30

MIN; TZ 25 PC i e 204

Tabla A.10. Extraccién de compuestos fendlicos de RSN utilizando agitador orbital. Andlisis de los
extractos: contenido de compuestos fendlicos totales (TPC), contenido de flavonoides totales (TFC)
y cuantificacién por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones experimentales: relacion

D:M= 10; t extraccidon= 30, 60 y 90 min; T extracCion=60 °C. .......cccceeeeirrrreeiiireeeerieeeeeireeeeeiree e e 205

Tabla A.11. Extraccion de compuestos fendlicos de RSN utilizando bafio de ultrasonidos. Analisis de
los extractos: contenido de compuestos fendlicos totales (TPC), contenido de flavonoides totales
(TFC) y cuantificacién por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones experimentales:

relacion D:M= 10; t extraccion= 30min; T eXtraCcCion= 060 °C. ......cceeeeerreriririreiieiriereieeee e 206

Tabla A.12. Extraccién de compuestos fendlicos de RSN utilizando sonda de ultrasonidos. Analisis
de los extractos: contenido de compuestos fenélicos totales (TPC), contenido de flavonoides totales
(TFC) y cuantificacién por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones experimentales:

relacion D:M= 10; P= 10 W; t extraccién=1,5; 3 y 6 min; T extraccion= 60 °C.........c.ccccvvvrerrcrrreerrnnn 207

Tabla A.13. Extraccion de compuestos fendlicos de RSN mediante extraccién asistida por
microondas. Analisis de los extractos: contenido de compuestos fendlicos totales (TPC), contenido
de flavonoides totales (TFC) y cuantificacion por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos.
Condiciones experimentales: relacion D:M= 10; t extraccion=1,5; 3 y 6 min; T extraccion= 60y 100

O, ettt ettt e e h e R e sh et s et s ae Rt e Rt e Rt e e Re e e et e et e et e r e nae e naee e e s neeane 208

Tabla A. 14. Extraccidn de compuestos fendlicos de RSN utilizando disolventes eutécticos mediante
extraccidén con agitador orbital: contenido de compuestos fendlicos totales (TPC), contenido de
flavonoides totales (TFC) y capacidad antioxidante (CA). Condiciones experimentales: relacién D:M=

10; t extraccion= 100 Min; T eXtracCion= 60 “C......cceeeeeeeereeiiiiiiiiiiii e 209

xxiii



Tabla A. 15. Extraccidon de compuestos fendlicos de RSN utilizando disolventes eutécticos mediante
extraccién con agitador orbital: cuantificacion por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos.

Condiciones experimentales: relacion D:M= 10; t extraccion= 100 min; T extraccidon= 60 °C............ 210

Tabla A. 16. Cuantificaciéon por HPLC de la optimizacidn de la extraccidon asistida por ultrasonidos
utilizando 70% EtOH y Bet:1,2B (1:4) como disolventes. Condiciones experimentales: relacién D:M=

10; P=10, 20, 50 W; t extraccion=3, 6, 9 min; T extracCion = 70 °C......coeeeeveeeiiiieiieeeeeeeeeee e 211

Tabla A. 17. Cuantificacién por HPLC de la optimizacion de la extraccidn asistida por microondas
utilizando 70% EtOH y Bet:1,2B (1:4) como disolventes. Condiciones experimentales: relacién D:M=

10; t extraccion=3, 6, 9 MinN; T=60, 100 °C.....uuuurur e 212

Tabla A. 18. Extraccidon de RSN utilizando biodisolventes (2MeTHF, CPME, EL, DMI, CYR, GVL)
mediante extraccidén con agitador orbital (EAQ), extraccidn asistida por sonda de ultrasonidos
(EASU) y extraccion asistida por microondas. Contenido de compuestos fendlicos totales (TPC),
contenido de flavonoides totales (TFC) y capacidad antioxidante (CA). Condiciones experimentales:
relacion D:M= 10. EAO: t extraccion= 30 min; T extraccion= 60 °C, Agitacion: 900 rpm. EASU: t

extraccion=6min; P =10 W. EAM: t extraccion= 6 min; T= 100 °C......ccccvuverrreeiiiiirreereee e eeerreeereeeenn 213

Tabla A. 19. Extraccién de RSN utilizando biodisolventes (2MeTHF, CPME, EL, DMI, CYR, GVL)
mediante extraccién con agitador orbital (EAQO), extraccién asistida por sonda de ultrasonidos
(EASU) y extraccion asistida por microondas (EAM). Cuantificacion de compuestos fendlicos
mediante HPLC-DAD y cuantificacién de azucares mediante HPLC-RI. Condiciones experimentales:
relacion D:M= 10. EAO: t extraccion= 30 min; T extraccidn= 60 °C, Agitacidon: 900 rpm. EASU: t
extraccion= 6min; P =10 W. EAM: t extraccion= 6 min; T= 100 C....ccoeeveeeeeieiiiiiieeeeieeeeeeeeeee e 214

Tabla A. 20. Optimizacidon con GVL como disolvente de la extraccién asistida por sonda de
ultrasonidos y microondas. Cuantificacién de compuestos fendlicos mediante HPLC-DAD vy
cuantificacion de azucares mediante HPLC-RI. Condiciones experimentales: relacién D:M= 10. EAO.

EASU: t extraccidon=1,5; 3y 6 min; P =10y 20 W. EAM: t extraccion=1,5; 3; 6; 9 y 12 min; T= 60, 80

Tabla A. 21.0ptimizacién con EL como disolvente de la extraccién asistida por sonda de
ultrasonidos y microondas. Cuantificacion de compuestos fendlicos mediante HPLC-DAD vy
cuantificacidn de azlucares mediante HPLC-RI. Condiciones experimentales: relacion D:M= 10. EASU:
t extraccién=1,5; 3y 6 min; P =10y 20 W. EAM: t extraccién=1,5; 3; 6; 9 y 12 min; T= 60, 80 y 100
G, ettt ettt h e h et h e bt bt b e b et e h et e a et et e et e e eh e e S he e SRRt SRt SRt e b e e R e e ebe e eae e e et e e et e bt e nheenheenanenane 216

XXiv



Tabla A. 22. Valorizacién del RSN a través de extraccion en cascada. Etapa 1: Extraccidn asistida por
sonda de ultrasonidos con EL como disolvente. Etapa 2: extraccion asistida por ultrasonidos con
GVL como disolvente. Condiciones experimentales Etapa 1 y 2: relacion D:M= 10. EASU: t

EXEracCionN= 6 MIN; P 10 Wi ..ot s snnnnn 216

XXV



XXVi



Abreviaturas y Acronimos

1,2B | 1,2-Butanodiol
1,2P | 1,2-Propanodiol
1,3B | 1,3-Butanodiol
2MeTHF | 2-Metiltetrahidrofurano
4HBAId | 4-Hidroxibenzaldehido
A4HB | Acido 4-hidroxibenzoico
Abs | Absorbancia
AC | Capacidad antioxidante (del inglés — Antioxidant Capacity)
AcCaf | Acido cafeico
ACN | Acetonitrilo
AF | Acido trans-ferdlico
AG | Acido galico
AP | Acido protocatecuico
ApC | Acido p-cumarico
AV | Acido Vanilico
AZ | Azdcares
Bet | Betaina
C10 | Acido decanoico
C12 | Acido dodecanoico
C8 | Acido octanoico
CAT | Catequina
CF | Compuestos fendlicos
ChCl | Cloruro de colina
CPME | Ciclopentil metil éter

CYR | Cyrene ™ (dihidrolevoglucosenona)

XXVil



D:M

DAD

DE

DMI

DPPH

EA

EABU

EAM

EAO

EE

EH

EL

EtOH

FC

FE

FElec

FF

FRU

GAE

Gli

GLU

GUA

GVL

HBA

HBD

Disolvente: muestra

Detector de arreglo de diodos (del inglés - Diodo array detector)
Disolvente eutéctico

Dimetil isosorbida

2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

Acetato de etilo o etil acetato

Extraccidn asistida por bafio de ultrasonidos

Extraccion asistida por microondas

Extraccion en agitador orbital

Eficiencia de extraccion

Enlace de hidrégeno

Lactato de etilo o etil lactato

Etanol

Folin & Ciocalteu

Fenol

Fuerzas electrostaticas

Furfural

Fructosa

Gramo

Acido gélico equivalente (del inglés - Gallic acid equivalent)
Glicerol

Glucosa

Guayacol

y-Valerolactona

Aceptor de enlace de hidrégeno (del inglés - Hydrogen bond acceptor)

Dador de enlaces de hidréogeno (del inglés - Hydrogen bond donor)

XXViii



HESP
SHMF

HPLC

LIM
MeOH
min

mL

NAR
nm
oCRE
p/v
Pro
QE
QUER
RI
rpm
RSD
RSN
RUT
SAC
SIR
TE
TFC

TPC

Hesperidina
5-Hidroximetilfurfural

Cromatografia liquida de alta resolucién (del inglés - High Performance Liquid

Chromatography)

Litro

Limoneno

Metanol

Minutos

Mililitros

Normal

Naringina

Nandmetros

o-cresol

Porcentaje peso a volumen

L-Prolina

Quercetina equivalente

Quercetina

Detector de indice de refraccidn (del inglés — Refractive Index)
Revoluciones por minuto

Desviacion estandar relativa (del inglés- Relative standard deviation)
Residuo sdlido de naranja

Rutina

Sacarosa

Siringol

Trolox equivalente

Contenido en flavonoides total (del inglés — Total flavonoid content)

Contenido en fenoles totales (del inglés — Total phenolic content)

XXiX



UV-Vis | Ultravioleta-visible

VAN | Vainillina

VdW | Van der Waals

XXX



Introduccion

1. Introduccién

31



Blanca Sdenz de Miera Aparicio

32



Introduccion

1.1. Biorrefinerias

Actualmente el sistema industrial depende en gran medida de los combustibles fésiles y de otros
productos no renovables, siendo el petréleo la principal fuente de energia y productos quimicos
[1]. La dependencia de combustibles fésiles se ha convertido en un problema para sostener la
poblacién terrestre, ya que ésta se encuentra en constante aumento y genera una gran presion
sobre la biocapacidad del planeta. Este crecimiento demografico esta provocando un rapido
aumento en los gases de efecto invernadero emitidos a la atmdsfera, como el diéxido de
carbono (CO,), metano (CH,4) o los éxidos de nitrégeno (NOx) procedentes de la combustion de
petréleo, perturbando asi el clima de la tierra [2]. Esto hace que el modelo actual de produccion
de bienes y servicios para la sociedad no sea sostenible, y en combinacién con la disminucion de

los recursos petroliferos, suscita preocupacién medioambiental y politica [1,3].

Por primera vez, el informe del 2023 de la Agencia Internacional de la Energia (IEA- por sus siglas
en inglés International Energy Agency) prevé que el consumo de las tres categorias de
combustible fésil (carbdn, petréleo y gas natural) alcance un maximo para 2030 [4]. Esto se debe
a los cambios en el sistema energético, donde las fuentes de energia renovable y los
combustibles de bajas emisiones satisfacen cada vez mas las necesidades energéticas. No
obstante, la dependencia de los combustibles fdsiles para fabricar productos quimicos es aun
muy elevada, donde este sector representa el 14 % de la demanda mundial primaria de petréleo
y gas natural. Este consumo esta relacionado tanto con procesos de calentamiento y gasto de
energia, como del uso del petrdleo como materia prima [5]. De este modo, la industria
petroquimica no puede volverse sostenible Unicamente a través del consumo de energia
renovable; por ello, resulta necesario obtener nuevas materias primas sostenibles para

descarbonizar la obtencion de productos quimicos [6].

Para reducir la dependencia del petréleo en los sectores de la energia y la industria quimica, se
necesitan acciones combinadas, tanto cambios en el comportamiento de los consumidores
como nuevos combustibles y tecnologias innovadoras [7]. Las biorrefinerias son una
oportunidad en el marco de la bioeconomia emergente, ya que la biomasa ofrece grandes
posibilidades para satisfacer un amplio espectro de necesidades de la sociedad [8]. Segun la IEA
(Bioenergy Task 42), una biorrefineria se define como una instalacidon que integra los procesos y
el equipamiento de conversion sostenible de biomasa para producir una serie de productos
comercializables (alimentos, piensos, productos quimicos y materiales) y energia (combustible,

energia y calor) [9,10]. El concepto de biorrefineria surge como un andlogo a las refinerias de
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petréleo, basdndose en el fraccionamiento de la biomasa para la obtencion de distintos
productos con rendimientos y distribuciones variables, en funcién del origen de la materia prima
y del interés econdmico del proceso [11]. Con el objetivo de tener una forma comun de describir
las biorrefinerias, se generd un sistema de clasificacion basada en cuatro caracteristicas
principales: materia prima, procesos de conversidon, plataformas intermedias y productos
finales. En la Figura 1.1 se resume el sistema de clasificacion basado en los estudios de

perspectivas de biorrefinerias de la Unién Europea para 2030 [12].

Bioguimicos Azlcares C5/C6 Energia

Primera generacion Carbén vegetal
Quimicos Productos quimicos
Biogas

Segunda generacion - Mecanicos - Aceites - Materiales

Almidén

Termomecanicos Comida

Tercera generacién o
8 Lignina

Termogquimicos

Nafta | Comida para animales

Figura 1.1. Esquema de los distintos sistemas de clasificacion de las biorrefinerias.

La biomasa se define como material vegetal de origen no geoldgico o un material derivado de
éste, el cual podria utilizarse como materia prima para producir diversos productos utiles [13].
La biomasa ha sido utilizada tradicionalmente para la produccién de energia en forma de calor,
0 como materia prima para la produccion de bienes como puede ser el papel, fibras o biofuel.
Sin embargo, la transicion hacia una bioeconomia moderna plantea desafios como la
sostenibilidad de la biomasa, la eficiencia en su uso y la economia involucrada en su movilizacion

[8,14].

Existen distintos tipos de biomasa y clasificaciones. La biomasa se puede clasificar en funcion del

tipo de materia prima que se utilice para su produccién [15]:

e Biomasa de primera generacion: proviene de cultivos alimentarios como maiz y caia
de azucar, que son ricos en almiddn y triglicéridos. Sin embargo, esta fuente presenta
la desventaja de generar competencia con la produccion de alimentos, lo que puede

provocar un aumento en los precios y escasez de los mismos [16].

e Biomasa de segunda generacion: la principal diferencia con la biomasa de primera
generacion es que no se produce con cultivos destinados a la alimentacidn, sino que

se obtiene principalmente de residuos agricolas, forestales o agroalimentarios.
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e Biomasa de tercera generacion: debido a su mayor contenido en lipidos y su habilidad
de crecer sin necesidad de tierras destinadas a cultivos, se clasifica la biomasa

derivada de algas en una generacion diferente.

Dentro de la utilizacion de la biomasa como materia prima para la produccién de bioproductos
y bioenergia, el uso de residuos de biomasa lignoceluldsica es una alternativa prometedora para
evitar la competencia alimentaria [17-19]. La biomasa lignoceluldsica estd formada
principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina (Figura 1.2) [20]. Por un lado, la celulosa y la
hemicelulosa son polisacaridos que pueden ser hidrolizados en moléculas con un grado de
polimerizacidn relativamente bajo, facilitando su posterior utilizacion tanto en procesos
bioldgicos como quimicos [21]. Por otro lado, la lignina es un polimero fendélico utilizado en la

industria para distintas aplicaciones [22,23].

Hemicelulosa

HO’;\A/ w /;&/OH

OH HO
MeQ ]

HOOC
HO OH

Figura 1.2. Estructura quimica de la biomasa lignoceluldsica, compuesta de lignina, celulosa vy
hemicelulosa [24].

Si bien gran parte de la biomasa de segunda generacion es lignoceluldsica (como la maderay los
residuos agricolas), no toda sigue este perfil. Algunos ejemplos de biomasa no lignocelulésica

son [25]:

e Biomasa animal: incluye residuos de mataderos, estiércol y desechos organicos de

humanos.

e Biomasa de alimentos: Los desechos de alimentos, como restos de frutas, verduras,
cascaras, granos, etc.
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e Biomasa de residuos urbanos: Los desechos sélidos urbanos que contienen materia

organica también se consideran biomasa.

Ademas, hay que destacar que en el mundo se generan anualmente 181.500 millones de
toneladas de residuo de biomasa, principalmente procedentes de recursos desaprovechados

como desechos agricolas, forestales e industriales, de los cuales solo se valoriza un 3% [26,27].

Por otro lado, aproximadamente 1.600 millones de toneladas de alimentos se desperdician en
la cadena de produccion en forma de residuos, lo que ocasiona pérdidas econdmicas y
representa una amenaza para el medio ambiente [28,29]. La cantidad de estos residuos
aumenta cada dia, siendo un problema su gestién y eliminacidn, ya que una gestién inadecuada
de estos residuos supone riesgos para el medio ambiente, la salud y diferentes sectores sociales

[30,31].

La biomasa puede convertirse en productos comercializables a través de distintas tecnologias,

gue segun la IEA (Bioenergy Task 42) pueden dividirse en cuatro procesos principales [12]:

e Mecdnicos: como pretratamiento, molienda, prensado, separacién y destilacidn, que
se utilizan para reducir el tamafio o la separacion de los componentes de la materia

prima sin producir cambios en la naturaleza quimica de estos.

e Quimicos: hidrdlisis, sintesis, hidrogenacién, oxidacién, etc.

e Termoquimicos: las materias primas se someten a temperaturas y/o presiones muy

altas, como la gasificacion o la pirdlisis.

e Bioquimicos: procesos llevados a cabo por microorganismo o enzimas, como puede

ser la fermentacion, la digestion, etc.

A partir de estos procesos la biomasa se transforman en distintos intermedios quimicos,
producidos entre la biomasa de partida y los productos finales dentro de una biorrefineria,
conocidos como plataformas. El concepto de plataformas es andlogo al usado en la industria
petroquimica, donde el petréleo en crudo se fracciona en distintos intermediarios conocidos
como plataformas que se procesan para obtener los productos finales. Estas plataformas se
utilizan para clasificar las biorrefinerias, ya que pueden alcanzarse a través de distintos procesos
de conversion y distinta biomasa de partida [32]. Estas plataformas se transforman en una

variedad de productos finales a través de procesos térmicos, bioldgicos, quimicos, o una
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combinacidn. Segun el tipo de productos producidos, las biorrefinerias se clasifican en sistemas

de biorrefineria impulsados por energia o por materiales [33].

El concepto de biorrefineria integrada se refiere a la instalacion que combina multiples
tecnologias y procesos para maximizar la eficiencia. Este enfoque integrado esta atrayendo
mayor atencién comercial, ya que la integracion de los procesos permite una utilizacién eficiente
de los recursos y minimiza la produccion de residuos [34]. Sin embargo, en la actualidad, se estan
abordando los desafios para hacer viables estas biorrefinerias, centrandose en la utilizacion
eficiente de cada componente de la biomasa y en la optimizacién de la eficacia en procesos clave
como el pretratamiento, la fermentacion y la separacién de productos, aspectos cruciales para

alcanzar el objetivo [27,35].

En este sentido, esta Tesis Doctoral se centra en la optimizacién y mejora de los procesos de

separacion en el ambito de las biorrefinerias, enfocandose en dos procesos diferenciados:

1. Extraccion selectiva de inhibidores de la fermentacién: se aplica extraccion liquido-
liguido para la detoxificacion de corrientes de biorrefinerias ricas en azlcares,
generadas durante los tratamientos de transformacién de la biomasa, con el objetivo

de mejorar los rendimientos en las etapas de fermentacion.

2. Extraccidn de compuestos de alto valor afadido: valorizacién de residuos
agroalimentarios como fuente de compuestos fendlicos de alto valor afiadido con

propiedades antioxidantes a través de la extraccidn sélido-liquido.

1.1.1. Extraccion selectiva de inhibidores de la fermentacion

Existen diversas tecnologias para la transformacidon de la biomasa lignocelulésica en el contexto
de las biorrefinerias, las cuales pueden clasificarse en tratamientos bioldgicos, quimicos o
termoquimicos, entre otros. Los procesos bioldgicos, que abarcan la hidrélisis acida, la hidrélisis
enzimatica, la digestiéon anaerdbica y la fermentacidn, destacan por su mayor selectividad,
aunque requieren un mayor tiempo de reaccidn. Por otra parte, los procesos termoquimicos,
como la combustidn, la gasificacion, la torrefaccidn y la pirdlisis, ofrecen una amplia variedad de

productos complejos obtenidos en un corto periodo de reaccién [36].

Por un lado, los tratamientos bioldgicos necesitan un pretratamiento para mejorar la
valorizacion, ya que los polisacaridos presentes en la biomasa no son facilmente accesibles [37].

La mayoria de los procesos de pretratamiento de la biomasa lignocelulésica, como el
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pretratamiento acido o alcalino, liberan compuestos inhibidores y desactivadores que influyen
negativamente, por ejemplo, en la fermentacion de azUcares para la produccién de
biocombustibles [38,39]. La concentracion de inhibidores fendlicos liberados durante el
pretratamiento de la biomasa depende de la biomasa, de las condiciones de pretratamiento y

de la relacién biomasa-agua [38].

Por otro lado, la pirdlisis rapida es uno de los tratamientos termoquimicos mas prometedores
para la valorizaciéon de biomasa lignoceluldsica. Este proceso implica la rapida degradacion
térmica de la biomasa a altas temperaturas (alrededor de 500 °C), en ausencia de oxigeno,
dando lugar a la formacion de carbdn, aceite de pirdlisis y gas de sintesis [40]. El aceite de
pirdlisis presenta un elevado contenido de azlcares, lo cual complica su valorizacién debido a
que incrementa la formacion de coque, eleva el consumo de hidréogeno y propicia la
desactivacion de los catalizadores [41,42]. Previamente, se ha demostrado que el lavado del
aceite de pirdlisis utilizando agua como disolvente, separa eficientemente los azlcares
presentes en el aceite de pirdlisis del resto de componentes no solubles, produciendo una
solucidn rica en azucar, que puede valorizarse mediante fermentacién [41,43,44]. Sin embargo,
diferentes compuestos fendlicos y otros inhibidores de la fermentacion son arrastrados también
a la fase acuosa (rica en azulcares) durante el lavado con agua, dificultando la posterior

valorizacion de tales azucares [45,46].

En funcién de su origen, los inhibidores presentes en este tipo de corrientes se pueden dividir
en tres grandes grupos: acidos débiles, derivados del furano y compuestos fendlicos [47]. La
celulosa puede degradarse en hexosas, las cuales se deshidratan en 5-hidroximetil furfural; a su
vez, este se deshidrata para formar acido levulinico y acido formico. [48,49]. Por otro lado, la
hemicelulosa es el segundo polimero mas abundante de la biomasa lignocelulésica. La
hemicelulosa se degrada en azlcares, acidos alifaticos y aldehidos de furano, pero el compuesto
mas abundante es el furfural. Ademas, la deshidratacion del grupo acetilo de la hemicelulosa
conduce a la formacion de acido acético [48,50]. Por dultimo, la lignina se degrada en
hidroxifenol, guayacol y siringol. La descomposicion limitada en estos productos conlleva la
formacion de derivados fendlicos como acido 4-hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzaldehido,
vainillina, alcohol dihidroconiferilico, aldehido coniferilico, siringaldehido , acido siringico, entre

otros [48,51].

El furfural y el 5-hidroximetil furfural ejercen un efecto inhibitorio en la mayoria de las levaduras
encargadas de la fermentacidn de azlcares para producir etanol [52]. Estos compuestos afectan
a los microorganismos al reducir su actividad enzimatica, inducir la descomposiciéon del ADN e
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inhibir la sintesis de proteinas y ARN, lo que resulta en una disminucién del rendimiento de la
fermentacién [53,54]. Sin embargo, los compuestos fendlicos son los inhibidores mas toxicos
para los microorganismos responsables de la fermentacién, ya que afectan no sélo al proceso
de fermentacién sino también al crecimiento microbiano [37,45,55]. Los compuestos fendlicos
presentan una gran capacidad inhibitoria tanto en la hidrdlisis enzimdatica como en la
fermentacién microbiana, incluso encontrandose a baja concentracidon [56]. Cuando los
compuestos fendlicos tienen el mismo grupo funcional (aldehido, cetona, acido), la inhibicion
depende de la cantidad de sustituyentes metoxilo, y por lo tanto de su hidrofobicidad [57]. La
capacidad de inhibicion de los compuestos fendlicos produce un mayor descenso en el consumo
de glucosa por parte de los microorganismos y un descenso en el crecimiento celular, a bajas

concentraciones, en comparacidn con otros inhibidores [58].

En resumen, la presencia de estos compuestos inhibidores puede disminuir el crecimiento
microbiano y la produccién de bioproductos, por lo que deben eliminarse para lograr una
fermentacién eficaz. Esto justifica la necesidad de incluir una etapa de detoxificaciéon para
eliminar los inhibidores de la fermentacién, tanto en las corrientes producidas después del
pretratamiento de la biomasa para la bioconversién como después del lavado con agua del
aceite de pirdlisis, con el objetivo de mejorar los rendimientos en la fermentacién [44,59]. En
bibliografia se han encontrado diferentes métodos de detoxificacidn como resinas de
intercambio idnico [60,61], adsorcién en carbdn activo [61,62], detoxificacion mediante
tratamiento bioldgico [63], o extraccidn con aire [44,64]. Sin embargo, la extraccién utilizando
disolventes es uno de los métodos mas estudiado para eliminar los inhibidores presentes en las
corrientes ricas en azlcar, ya que es un método sencillo, eficaz y versatil [65—-67].
Tradicionalmente, durante la extraccion liquido-liquido se han utilizado compuestos organicos
volatiles (COV), entre los cuales destacan los hidrocarburos aromaticos y alifaticos, fosfatos,
acetatos, alcoholes, éteres y cetonas [68—70]. No obstante, el uso de grandes cantidades de

estos COV supone un riesgo al ser toxicos, inflamables y volatiles [71,72].

1.1.2. Extraccion de compuestos de alto valor afiadido

La industria de frutas citricas desempefia un papel significativo en la generacion de residuos
agroalimentarios. Anualmente, se producen mas de 140 millones de toneladas de citricos a nivel
mundial, seguin recoge el informe de 2020 de la Organizacion de las Naciones Unidas para la

Alimentacidn y la Agricultura (en adelante FAQ) [73]. En Espafia, la produccion anual de citricos
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supera los 6 millones de toneladas, situdndose como el quinto productor a nivel mundial,

después de México, India, Brasil y China.

De los citricos producidos a nivel mundial, 76 millones corresponden a naranja (Citrus Cinesis)
[73], de los cuales, aproximadamente el 30% se destina a procesos de transformacion,

generando hasta 20 millones de toneladas de residuos anualmente [74].

Tradicionalmente, la gestidn de estos residuos ha implicado métodos como compostaje,
produccién de pienso e incineraciéon o el vertido, entre otros. No obstante, estas técnicas
convencionales conllevan elevados costes energéticos y econdmicos, ademds de provocar
problemas sanitarios y generar impactos ambientales significativos [31,75,76]. En cuanto al
compost, sus desventajas para aplicaciones a gran escala incluyen su bajo contenido en
nitrégeno, la interacciéon de compuestos antimicrobianos con la microbiota del suelo y el riesgo
potencial de contaminacién del agua mediante la percolacidn [77]. Su uso para producir piensos
para alimentacién animal queda limitado debido al bajo pH, la falta de propiedades nutricionales
y el elevado coste del trasporte [78]. Por ultimo, los beneficios ambientales y econdmicos de la
incineracion se ven obstaculizados por el alto contenido de humedad del sustrato, que requiere

una gran cantidad de energia para la etapa de deshidratacién [79].

Por lo tanto, para reducir los costes de gestién y prevenir impactos ambientales, en las ultimas
décadas se han examinado diversas aplicaciones para los residuos citricos. La produccién de
bioproductos de alto valor afiadido ha sido considerada como una estrategia de valorizacién en
el marco de las biorrefinerias. Este enfoque no solo resulta econdmicamente viable, sino que
también tiene el potencial de aumentar el valor afiadido en la industria de procesado de citricos

[76].

Una de las estrategias mas interesantes para la valoracion integral del residuo sélido de naranja
(RSN) es la implementacion de una biorrefineria en cascada. Este esquema sigue la Directiva
Marco de la Unidn Europea de Residuos (2018/815), en la cual los residuos se emplean en
procesos secuenciados para lograr el rendimiento dptimo en términos de productos y
beneficios, dando prioridad a la extraccién de biomoléculas de alto valor afiadido y, después, a

la produccion de biocombustibles empleando la biomasa residual [80-82].

El RSN contienen una amplia variedad de compuestos de valor afiadido, incluyendo azucares
fermentables, acidos organicos, pectina, flavonoides, polifenoles, pigmentos y aceites

esenciales como el D-limoneno, entre otros [83,84]. En este contexto, el RSN puede ser

40



Introduccion

empleado para la produccién de pectina, flavonoides, colorantes naturales, productos
nutracéuticos y compuestos fendlicos antioxidantes. En especial, los flavonoides y acidos
fendlicos estdn ganando interés, ya que presentan propiedades anticancerigenas,

antiinflamatorias, antimicrobianas, de proteccién cardiovascular y antioxidantes [70-72].

Los flavonoides son compuestos naturales con una estructura fendlica estable que presentan
una gran actividad antioxidante y antirradical [88]. El interés por los flavonoides se debe a su
amplia gama de propiedades, como su capacidad antioxidante y de eliminacién de radicales o la
proteccion frente a la radiacion ultravioleta [88—90]. Al ser considerados como unas de las
principales moléculas antioxidantes, los flavonoides presentan una amplia variedad de
propiedades que los convierten en compuestos atractivos para la lucha contra diversas
enfermedades, en particular, en los ambitos quimioterapéuticos, quimiopreventivos vy
antiangiogénicos [91]. Los flavonoides se dividen en diferentes clases en funcién de su
estructura: flavonas (por ejemplo: apigenina, luteolina, rutina), flavanonas (por ejemplo:
hesperidina, naringina, hesperitina, naringenina), y flavonoles (por ejemplo: quercetina,

kaempferol), isoflavonas y catequinas [88,89,92,93].

Los principales flavonoides presentes en la piel de naranja son la hesperidina, la naringina, la
neohespirina, la narirutina, la rutina y la quercetina, siendo la hesperidina y la naringina los mas
abundantes [89,94,95]. En la piel de la naranja Navel, variedad de naranja mas producida en
Espafia, la hesperidina destaca como el flavonoide mas abundante, generando un notable
interés debido a su uso eficaz como agente suplementario. Este compuesto exhibe efectos
farmacéuticos con un potencial considerable como agente terapéutico para diversas

enfermedades y trastornos [96,97].

Ademas, los acidos fendlicos presentes en la piel de naranja, como el acido gélico, acido cafeico,
acido clorogénico, acido trans-ferulico, acido cinamico y acido p-cumadrico, son también
considerados moléculas bioactivas [85,86,91,98,99]. Estos 4acidos fendlicos han atraido
recientemente el interés debido a su potencial papel protector contra enfermedades de dafio

oxidativo como la cardiopatia coronaria, el ictus y diversos tipos de cancer [91].

La valorizacidn de estos compuestos se ve limitada por la complejidad en la extraccidn desde la
materia prima de partida. Esto se debe a la diversidad estructural de los compuestos fendlicos,
su inestabilidad frente a diversas condiciones de extraccidn y su capacidad para reaccionar con

otros constituyentes de la matriz, debido a su actividad antioxidante [91,100,101].
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La extraccidon convencional con disolventes ha sido ampliamente empleada para obtener
bioproductos de matrices naturales. No obstante, este método tradicional presenta diversas
desventajas, tales como la necesidad de utilizar altas temperaturas y tiempos prolongados de
operacion, que resultan en bajos rendimientos de extraccién, un elevado consumo energético,
riesgos de seguridad, preocupaciones ambientales y, ademas, una baja calidad en los extractos
debido a la degradacién por oxidacién [100,102]. La seleccion del disolvente es fundamental en
los procesos de extraccién sdlido-liquido para lograr altos rendimientos, por lo que es esencial
considerar parametros como la selectividad, la solubilidad, el coste y la seguridad del disolvente
utilizado [103]. Histéricamente, se han empleado disolventes organicos polares para este tipo
de extraccidon; sin embargo, actualmente surge la necesidad de sustituirlos por opciones mas

sostenibles.

1.2. Quimica Verde

El uso de disolventes tradicionales, principalmente compuestos organicos volatiles (COV), se
encuentra cada vez mas restringido debido a los riesgos inherentes al manejo de grandes
cantidades de este tipo de sustancias. En general, estos disolventes son tdxicos, inflamables,
altamente volatiles, no son renovables y tienen origen petroquimico [71,72]. Debido a esto,
existen diversas normativas que regulan el uso de este tipo de disolventes, buscando la
proteccion de la salud humana y del medio ambiente. En Estados Unidos, la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA- del inglés Environmental Protection Agency) regula el uso de
disolventes organicos mediante normativas como el Acta de Aire Limpio (Clean Air Act) y el Acta
de Residuos Peligrosos (Resource Conservation and Recovery Act). En la Unidn Europea, la
regulacién REACH (Registro, Evaluacidn, Autorizacién y Restriccién de Sustancias Quimicas)
también aborda el uso de disolventes y otros productos quimicos. En Espafia, el uso de
disolventes organicos se rige por el Real Decreto 117/2003, de 31 de enero, sobre limitacién de
emisiones de COV debidas al uso de disolventes en determinadas actividades. Este tiene por
objeto prevenir o reducir los efectos nocivos que para las personas y el medio ambiente pueden
derivarse de algunas actividades que utilizan en sus procedimientos de fabricacion o de trabajo

disolventes organicos en cantidades importantes.

Por otro lado, en los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) descritos en la agenda 2030 de las
Naciones Unidas, 14 de los 17 ODS exigen la aplicacién adecuada de conceptos y modelos de la
Quimica Verde [104]. La Quimica Verde es un concepto descrito como el disefio de productos y

procesos quimicos para reducir o eliminar el uso y la generacién de sustancias peligrosas [105].
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La Quimica Verde esta dividida en 12 principios con directrices de disefio para ayudar a alcanzar
los objetivos de sostenibilidad (Figura 1.3). A través de la Quimica Verde se consiguen beneficios
tanto ambientales como sociales y econdmicos [106], ya que se limita el uso de productos
quimicos, y se reduce el almacenamiento y tratamiento de residuos y pagos compensatorios
medioambientales por los dafios causados [107]. La trasformacidn a través de la Quimica Verde
requiere de la integracion de las mejores e innovadoras practicas cientificas, junto con un nuevo
pensamiento sistémico, donde el disefio de sistemas se inicie a nivel molecular y genere un
impacto positivo global, yendo mas alld de la investigacién en laboratorios y ampliando el
enfoque hacia la industria y las comunidades, como una forma de responder a los actuales retos

medioambientales, econdmicos y sociales [104,108].
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Figura 1.3. Los 12 principios de la Quimica Verde.

Dos de los doce principios de la Quimica Verde, tienen una relacidn directa con la eleccion de

disolvente en procesos de separacién [109]:

e Principio 3: En la medida de lo posible, los métodos deben ser concebidos para
emplear y generar sustancias con una toxicidad minima o nula para la salud humana

y el medio ambiente.
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e Principio 4: Se debe evitar el uso de sustancias auxiliares (como disolventes, agentes
de separacidn, etc.) siempre que sea posible, y cuando su utilizacion sea

indispensable, deben ser inocuas.

Ademas, la extraccion tradicional con disolventes presenta diversos inconvenientes, entre ellos
la necesidad de largos tiempos de extraccidn, lo que reduce los rendimientos y aumenta el

consumo de energia. Esto tiene una relacién directa con el principio 6 de la Quimica Verde:

e Principio 6: Los requisitos energéticos de los procesos quimicos deben ser evaluados
considerando sus impactos tanto medioambientales como econdmicos, buscando
minimizarlos en la medida de lo posible. Preferiblemente, los procesos quimicos

deberian llevarse a cabo a temperatura y presion ambiente, siempre que sea factible.

A partir de los 12 principios de la Quimica Verde, surgen los 6 principios de la extraccién
sostenible (Figura 1.4). Este enfoque se fundamenta en el descubrimiento y disefio de procesos
de extraccion que minimizan el consumo de energia, emplean disolventes alternativos y
productos renovables, asegurando la obtencidn de un producto final seguro y de alta calidad

[110].

0 Innovacién en la seleccidn y uso de recursos naturales renovables

Uso de disolventes alternativos: priorizar agua o disolventes
sostenibles

Reducir el consumo de energia: a través de la recuperaciéon
energéticay uso de tecnologia innovadora

Produccion de coproductos en vez de residuos. Incluir la industria
de la biorrefineria

e Reducir unidades de operacion y favorecer procesos seguros, robustos

y controlados

e Buscar un extracto no desnaturalizadoy biodegradable sin contaminantes

Figura 1.4. Los 6 principios de la extraccion sostenible.

En este sentido, los disolventes derivados del petréleo deberian ser completamente sustituidos
por disolventes mas adecuados en términos de seguridad y sostenibilidad del proceso, de los

trabajadores y del medio ambiente. Este cambio se alinea con los principios de la Quimica Verde
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y la extraccién sostenible, con el fin de garantizar una produccién segura, rentable y la obtencién

de extractos de alta calidad [105,110-112].

Ademas, en la buisqueda de métodos de extraccidn mds eficientes y respetuosos con el medio
ambiente, se han explorado nuevas tecnologias como la extraccién con fluidos supercriticos, la
extraccién con liquidos presurizados, la extraccidn asistida por ultrasonidos y la extraccidon
asistida por microondas [100,102]. Estas tecnologias emergentes se presentan como
alternativas viables y adecuadas a los métodos convencionales, destacando por su eficiencia y

menor impacto ambiental [113].

1.3. Disolventes sostenibles

Un disolvente sostenible se caracteriza por cumplir con criterios especificos relacionados con el
medio ambiente y la salud, reduciendo al minimo su impacto negativo en ambos. Ademds, debe
ser econdmicamente viable [114]. El propdsito es mantener un equilibrio en las tres dimensiones
de las métricas de sostenibilidad: ecoldgica, econdmica y social. Existen distintos ejemplos de
disolventes sostenibles, tales como los derivados de biomasa, aquellos disefiados para facilitar
el aislamiento del producto y la preparacién de la reaccidn, que pueden ser ajustados para

optimizar los resultados o los que presentan un minimo impacto ambiental [115].

Algunas caracteristicas que se consideran para clasificar a un disolvente como sostenible

incluyen [109]:

Disponibilidad a gran escala.

e Propiedades (viscosidad, polaridad, densidad, etc.) y rendimientos similares a los de

los disolventes tradicionales.

e Estables térmica y electroquimicamente.

e Noinflamables.

e Disponibles en grado técnico, evitando asi procesos de purificacion que implican un

alto consumo de energia.

e Reciclable a través de métodos ecoeficientes.
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e Toxicidad minima para reducir los riesgos durante su manipulacién o liberacién en la

naturaleza.

e Faciles de almacenar y transportar.

e Alta biodegradabilidad sin generar metabolitos toxicos.

e Capaces de ser producidos mediante procesos de alta economia atémica y eficiencia

energética.

e Obtenido a partir de materias primas renovables.

Precios asequibles y competitivos en comparacién con los disolventes tradicionales.

En los ultimos afios, han surgido distintos disolventes que cumplen la mayor parte o todas estas
caracteristicas, ademas de los principios de la Quimica Verde. Entre ellos, se encuentran los
disolventes eutécticos (DE) y los biodisolventes, que pueden considerarse una alternativa
prometedora para reemplazar a los disolventes convencionales debido a sus potenciales

rendimientos, biocompatibilidad, baja toxicidad y reciclabilidad.

1.3.1. Disolventes eutécticos

Los disolventes eutécticos (DE) se forman principalmente a través de interacciones de enlace de
hidrégeno entre un grupo aceptor de enlace de hidrégeno (HBA, del inglés Hydrogen Bond
Aceptor) y un grupo donante de enlace de hidrégeno (HBD, del inglés Hydrogen Bond Donor). La
mezcla de estos compuestos resulta en una mezcla liquida con un punto de fusién inferior al de
los componentes individuales (Figura 1.5), muy posiblemente debido a la entropia de la mezcla
y la deslocalizacion de carga causada por la formacién de los enlaces de hidrégeno entre los
componentes de los DE [116-118]. Ademas de enlaces de hidrégeno, también pueden surgir
interacciones de Van der Waals y, ocasionalmente, fuerzas electrostaticas [119,120]. Por otro
lado, dependiendo de los compuestos que lo conformen, también es posible la formacién de

enlaces de hidrégeno HBD-HBD, lo que genera estructuras ain mas complejas [121].

Los DE muestran grandes ventajas sobre los disolventes tradicionales, ya que requieren de una
facil preparaciéon, no necesitan purificacidn y sus propiedades pueden ajustarse modificando la
estructura quimica, la composicion y el ratio utilizado de los constituyentes de partida elegidos

[122].
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A+ Liquido
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A Liquido + B Liquido

Fracciéon molar de B

Figura 1.5. Diagrama de fases sdlido-liquido tipico de un disolvente eutéctico.

Como se representa en la Figura 1.5, al mezclar dos compuestos (A y B), se produce una
depresion en el punto de fusion. Como se observa en el diagrama, no es necesario obtener la
composicion fija de la mezcla eutéctica para obtener una mezcla liquida, si no que se puede
seleccionar un rango de composiciones para adaptar las caracteristicas del DE a la aplicacidn
prevista, obteniendo una mezcla en estado liquido y estable a temperatura ambiente [123].
Ademas, se pueden utilizar diferentes compuestos como HBA y HBD para preparar DE altamente
selectivos, lo que combinado con su excelente capacidad disolvente, les proporciona un gran
potencial para ser utilizados como medio de extraccidon [124,125]. Esto convierte a los DE en
sustancias muy versatiles, ya que es posible ajustar sus propiedades mediante la eleccion de
HBA y HBD especificos, asi como el ratio en el que se combinan, ajustando propiedades como la
conductividad, viscosidad, polaridad y las propiedades térmicas en funcién de la aplicacién final

que se le quiera dar al disolvente [116,126].

La mayoria de los estudios propuestos hasta el momento se centran en DE hidrofilos [118], lo
que restringe sus aplicaciones a muestras acuosas o lipofilicas. Los primeros DE fueron
reportados por Abbot et al. [127], quienes formaron una mezcla eutéctica combinando cloruro
de colina con diferentes amidas como la urea. Esta combinacién logré reducir significativamente
la temperatura de fusién de los componentes originales, que eran de 302 °Cy 133 °C, a solo 12
°C en la mezcla eutéctica. Desde entonces, se han reportado numerosos DE hidréfilos en
bibliografia, habiendo un gran nimero de DE formados con compuestos que se encuentran de
forma abundante en la naturaleza, denominados disolventes eutécticos naturales [128]. En la
formacion de estos DE naturales se utilizan habitualmente metabolitos vegetales como sales de

amonio, azucares o acidos orgdanicos [129].
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En la formacién de los DE naturales, los HBA comUnmente utilizados son sales de amonio
cuaternario como el cloruro de colina y la betaina, terpenos como el DL-mentol o el aminoacido
prolina. Por otro lado, como HBD mas utilizados estan los azlcares, alcoholes, acidos carboxilicos
o aminas [130-133]. En lineas generales, los DE que se generan al mezclar estos compuestos
presentan caracteristicas sumamente interesantes. Esto se debe principalmente a su
versatilidad para ajustar las propiedades segun el propdsito especifico, gracias a las numerosas
variaciones estructurales disponibles, asi como a la amplia disponibilidad y asequibilidad de los
componentes iniciales [134,135]. Ademas, su capacidad de biodegradacion, la baja presion de
vapor, que limita las emisiones de gases a la atmdsfera, y la escasa toxicidad de los compuestos
comunmente empleados hacen que estos disolventes sean respetuosos con el medioambiente,

seguros y sostenibles [126,136,137].

Los DE hidréfilos presentan alta viscosidad, lo que podria dificultar los procesos de extraccion al
limitar la transferencia de materia. Este problema se puede abordar aumentando la temperatura
o incorporando agua u otro disolvente a la mezcla eutéctica, lo que provocaria una disminucidn
significativa de la viscosidad inicial del DE [138,139]. A su vez, las limitaciones a la hora de
separar el disolvente del extracto pueden ser solventadas, ya que los DE naturales pueden

aplicarse como tales en distintas industrias como en la alimentaria y cosmética [138].

Existen numerosas combinaciones para formar DE hidréfilos; en esta Tesis Doctoral se han
estudiado aquellos formados con colina, prolina y betaina como HBA vy distintos polialcoholes
como HBD. Estos DE han sido utilizado con anterioridad en la extraccién de biocompuestos de
matrices solidas naturales, como, por ejemplo, uva [140-143], olivo [144-146], citricos
[147,148], manzana [149], cacahuete [150] o café [151]. Los DE formados con cloruro de colina
muestran una fuerte afinidad por los compuestos bioactivos debido a las interacciones por
enlace de hidréogeno entre los solutos y el disolvente [140]. Recientemente, también se ha
utilizado satisfactoriamente la betaina como HBA, la cual se obtiene como subproducto en la
produccidn de azucar a partir de recursos naturales, ademas de presentar alta biodegradabilidad
y baja toxicidad [152,153]. Los DE formados con prolina, aminoacido ciclico no esencial, también
estdn adquiriendo interés en la extraccidn de biocompuestos, como por ejemplo quercetina de

las flores de arbol de Sophora Japonica (Flos Sophorae) [130,154,155].

Por otro lado, cabe destacar que los disolventes eutécticos hidréfobos han despertado un
creciente interés debido a su capacidad para ampliar la gama de aplicaciones como la extraccion
liquido-liquido en entornos acuosos. En general, los DE hidréfobos presentan una serie de
caracteristica favorables en comparacion con los disolventes hidréfobos tradicionales. Los DE
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hidréfobos muestran una presion de vapor despreciable, lo que evita la liberacidn de gases a la
atmodsfera [156]. Ademds, presentan una baja toxicidad, son biodegradables y pueden
prepararse a partir de materiales renovables, aunque estas propiedades dependeran de los
compuestos de partida elegidos [122,157]. Asimismo, sus propiedades fisicoquimicas pueden
ajustarse modificando las estructuras del dador y aceptor de enlaces de hidrégeno, cambiando
la proporcion molar de estos componentes o afadiendo agua para saturarlos, llegando a

solubilizar una amplia gama de analitos [158].

Los DE hidréfobos fueron introducidos por primera vez por Osch et al. [159] en 2015. Estos
autores utilizaron DE formados a partir de acido decanoico como HBD y una sal de amonio
cuaternario como HBA, como agentes extractores de acidos grasos volatiles. Desde entonces, se
han llevado a cabo investigaciones en las que se han propuesto numerosos DE hidréfobos para
la extraccion de diferentes solutos [160,161], incluyendo la extraccién de compuestos fendlicos
de fases acuosas [158,162,163]. Por ejemplo, Ribeiro et al. [164] propusieron nuevos DE
hidréfobos donde se sustituia las sales de amonio cuaternario por compuestos mas naturales

como el mentol.

En esta Tesis Doctoral se va a estudiar DE hidréfobos formados a partir de la mezcla binaria de
distintos acidos carboxilicos (acido octanoico, dcido decanoico y acido dodecanoico). Estos DE
fueron presentados por Florindo et al. [33] en 2018, para utilizarlos en la extraccién de Bisfenol-
A en agua. Estdn formados a partir de la combinacién de acidos carboxilicos naturales, que
pueden actuar tanto como donantes como aceptores de enlaces de hidrégeno. Los DE
hidréfobos basados en 4acidos carboxilicos muestran propiedades interesantes, ya que son
inmiscibles con el agua pero presentan una baja viscosidad, lo que permite una transferencia de

masa rapida y eficiente cuando las dos fases estan en equilibrio [165].

1.3.2. Biodisolventes

Los biodisolventes son disolvente producidos a partir de fuentes renovables y sostenibles, como
biomasa o recursos vegetales [131,166]. A diferencia de los disolventes convencionales, que a
menudo se basan en derivados del petrdleo, los biodisolventes estdn disefiados para ser mas
respetuosos con el medio ambiente y para reducir la dependencia de recursos no renovables.
La biomasa con alto contenido en hidratos de carbono se utiliza como materia prima para
obtener disolventes sostenibles o reactivos para producirlos [167]. En la Figura 1.6 se muestran

distintos ejemplos de biodisolventes en funcion de la biomasa de partida [129]. Estos
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biodisolventes se obtienen mediante procesos de fermentacion, enzimaticos o de esterificacion

[168].
ORIGEN INTERMEDIO BIODISOLVENTE
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Figura 1.6. Ejemplos de biodisolventes en funcion de la biomasa de origen.

Los biodisolventes se producen en biorrefinerias que buscan maximizar la recuperacién y
produccién de productos de alto valor afiadido, combinando métodos de conversién de biomasa
para la produccién de sustancias quimicas con la obtencidon de combustibles y energia [169,170].
Los biodisolventes suelen ser menos téxicos y mas biodegradables que sus homdlogos
petroquimicos [163]. La literatura actual evidencia que, en ocasiones, los solventes de origen
bioldgico exhiben resultados de reaccion superiores en términos de selectividad, actividad
catalitica, estabilidad y reutilizacion. Ademas, presentan ventajas en lo que respecta al
aislamiento de los productos de reaccién, un aspecto fundamental para la introduccidn exitosa

de un nuevo disolvente [171].

Para considerar sostenibles a los disolventes producidos a partir de biomasa, es necesario
evaluar factores como la superficie necesaria para producir la biomasa, la huella ecoldgica
durante su produccion, la fuente de biomasa y los requisitos para su transporte [172-174]. Es
importante destacar que aunque algunos biodisolventes enfrentan desafios similares a los
disolventes tradicionales derivados del petréleo, el uso de un disolvente renovable contribuye
significativamente a cumplir con las crecientes expectativas de los consumidores y con las

normativas relacionadas con la sostenibilidad [175].
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Los biodisolventes pueden clasificarse segun distintos criterios, como el origen de la biomasa de
partida utilizada para su produccién, el disolvente homélogo derivado del petréleo que se quiere
sustituir, segun su grupos funcionales o segun su afinidad por el agua [176]. En esta Tesis
Doctoral, se han elegido los siguientes biodisolventes como objeto de estudio: 2-
metiltetrahidrofurano (2MeTHF), ciclopentil metil éter (CPME), limoneno (LIM), etil lactato (EL),

dimetil isosorbida (DMI), cyrene (CYR) y y-valerolactona (GVL).

El 2MeTHF es un disolvente derivado de biomasa producido por hidrogenacién catalitica de
derivados de la biomasa, como el acido levulinico o del furfural [177]. El 2MeTHF es una base de
Lewis aprotica, notablemente estable, parcialmente soluble en agua, capaz de formar dos fases
y facilmente degradable [178,179]. Estas propiedades quimicas hacen que el 2MeTHF sea
adecuado para aplicaciones en sintesis, biotransformacién y para el procesado de material
lignoceluldsico, no sélo en investigacidén sino también en laboratorios industriales [178,179]. El
2MeTHF presenta propiedades similares a las del hexano, como el punto de ebullicion y el calor
de evaporacion, por lo que se ha propuesto como sustituto de este disolvente en diferentes
procesos de extraccion [180]. En bibliografia se puede encontrar ejemplos de su utilizacion en
la extraccion de compuestos naturales. Sicaire et al. [180] utilizaron 2MeTHF para extraer
carotenoides de zanahorias y aceites de grosella negra, obteniendo resultados similares a los
encontrados con hexano. Por otro lado, Smets et al. [181] compararon la capacidad de
extraccién del 2MeTHF y el hexano en la extraccion de lipidos de larvas de mosca soldado negra,
concluyendo que el este compuesto podia extraer significativamente mas lipidos que el hexano.
Asimismo, se ha demostrado con éxito la produccion sostenible de biodiésel mediante la
extraccién mejorada de lipidos de microalgas utilizando 2MeTHF [182]. Ademas, el 2MeTHF
también se ha propuesto como disolvente eficiente para la extracciéon de acidos organicos a
partir de soluciones acuosas diluidas [161,183]. En base a los resultados mostrados, el 2MeTHF

parece muy prometedor como alternativa a los disolventes tradicionales derivados del petréleo.

El CPME se considera un biodisolvente, ya que puede obtenerse mediante la adicion de metanol
al ciclopenteno, el cual es un derivado del acido adipico obtenido a partir de biomasa. Ademas,
durante su produccién no se generan residuos [184]. El uso de CPME como disolvente ha ganado
especial atencién debido a sus propiedades, ya que presenta alta hidrofobicidad, baja toxicidad,
estabilidad tanto en ambientes basicos como 4cidos y baja energia de volatilizacidn, con un
punto de ebullicion de 106 °C [179,185,186]. Hasta la fecha, se ha utilizado en sintesis orgdnica
y como disolvente de extraccion [185]. Por ejemplo, de Jesus et al. [187] compararon hexano,

CPME y 2MeTHF en la purificacion de biodiesel mediante extraccion liquido-liquido, obteniendo
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biodiesel con pureza similar cuando se utiliza CPME y hexano. Ademds, el CPME también se ha
reportado como un disolvente eficaz para la valorizacidn de residuos de citricos mediante la

extraccion de limoneno [188].

El LIM es un hidrocarburo monoterpénico que se encuentra en las cascaras de los citricos como
componente principal del aceite esencial, que se obtiene por destilacion y condensacion de los
subproductos de la industria de los citricos [189,190]. El LIM ha sido reportado como sustituto
de disolventes tradicionales como el hexano y los hidrocarburos halogenados, ya que presenta
una constante dieléctrica similar [191,192]. El interés por este compuesto surgio debido a las
cualidades desengrasantes que presenta, aunque su principal inconveniente es su recuperacion
por evaporacion debido a su alto punto de ebullicion (175 °C) [189]. Sin embargo, el LIM ha
recibido cada vez mads atencién como disolvente sostenible para extraer subproductos. Por
ejemplo, Chemat et al. [193] estudiaron la recuperacion del licopeno de la piel del tomate
comparando el LIM y el diclorometano como disolventes, y concluyendo que el LIM es un

disolvente eficaz.

El lactato de etilo, o etil lactato (EL), se encuentra de forma natural en pequefias cantidades en
algunos alimentos, pero se produce industrialmente a partir de materias renovables mediante
la esterificacion del acido lactico con etanol [194]. Este compuesto es biodegradable, reciclable,
no corrosivo y no cancerigeno, y estd aprobado su uso en productos alimentarios [195]. Se trata
de un disolvente prético polar de alto punto de ebullicidn, que posee una excelente miscibilidad
en medios acuosos (polares) e hidrocarbonados (apolares). Estas propiedades le confieren un
notable poder para recuperar compuestos que abarcan un extenso rango de polaridades
[195,196]. Por ejemplo, Castillo et al. [197] estudiaron la obtencion de compuestos fendlicos a
partir de uva blanca empleando EL y etanol como disolventes. Los resultados indicaron una

mayor eficiencia de extraccidn al utilizar el biodisolvente EL.

La DMI se produce mediante la reaccién de la isosorbida y el carbonato de dimetilo, ambos de
compuestos de partida renovables [198]. Debido a su alto punto de ebullicién (246 °C), la DMI
es una alternativa adecuada a los disolventes mas toxicos utilizados actualmente, como el
dimetilsulféxido, la dimetilformamida o la dimetilacetamida [199]. El interés por la DMI ha
aumentado recientemente para diferentes aplicaciones, como aditivos farmacéuticos o

cosméticos [200].

El dihidrolevoglucosenona, denominado comercialmente como Cyrene (CYR), es un solvente

sostenible obtenido mediante la hidrogenacidn catalitica de la levoglucosenona, la cual se
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genera a partir de la pirdlisis de la celulosa [201]. ElI CYR es un disolvente aprético dipolar y
exhibe una destacada miscibilidad tanto con agua como con disolventes organicos. Ademas de
su eficacia, el CYR destaca por su perfil de seguridad, ya que no es téxico ni mutagénico. Su
elevado punto de inflamacién y su baja volatilidad contribuyen a minimizar los riesgos asociados

a suuso [201,202].

El disolvente GVL es producido por la hidrogenacion del acido levulinico derivado de la biomasa,
y se considera una opcién prometedora en el ambito de los solventes renovables [203,204]. El
GVL es un disolvente aprético polar estable, totalmente miscible en agua, con baja volatilidad,
alto punto de ebullicion (197 °C) y alta biodegradabilidad [205]. Ademas, este disolvente posee
una baja toxicidad para los seres humanos, lo que lo convierte en una alternativa mas segura en

comparacién con los disolventes organicos convencionales [205].

Los biodisolventes como DM, CYR y GVL, al ser disolventes polares fuertes con altos puntos de
ebulliciéon, estan captando un interés creciente en los campos de la quimica organica,
farmacéutica y la sintesis de polimeros. Se consideran alternativas prometedoras al
dimetilsulféxido (DMSO), la dimetilformamida (DMF) y la dimetilacetamida (DMAc), que son
ampliamente reconocidos por su excepcional polaridad y capacidad para disolver una amplia
variedad de sustratos [206,207]. También se ha encontrado en bibliografia como el uso de estos
biodisolventes estd captando interés para la extraccion de compuestos naturales de alto valor

afiadido, en concreto en la extraccion de compuestos fendlicos de uva y kiwi [208,209].

1.3.3. Herramientas computacionales

El uso de herramientas computacionales puede facilitar la seleccidon del disolvente antes de la
extraccién y ayudar a entender las interacciones soluto-disolvente. A lo largo de este trabajo se
utiliza el método COSMO-RS (COnductor-like Screening MOdel for Real Solvents) como
herramienta para analizar las interacciones entre los solutos de interés y los disolventes

eutécticos y los biodisolventes.

El método COSMO-RS es una herramienta predictiva de quimica cudntica creada por Klamt y
colaboradores [210] con el propdsito de predecir el potencial quimico en liquidos [211]. Esta
herramienta se fundamenta en el método de solvatacion continua COSMO, el cual describe una
molécula en solucion como una molécula aislada en una cavidad de un disolvente [212,213].
COSMO-RS calcula la polaridad de la densidad de carga (o) en la superficie molecular [214]. A

continuacioén, la superficie de carga polarizada se descompone en diferentes segmentos, los
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cuales se visualizan en un histograma llamado perfil c. A partir de este perfil o, se puede calcular
el potencial quimico de cada segmento, que describe la afinidad del sistema hacia un segmento
polarizado especifico. Finalmente, utilizando el potencial o y relaciones termodinamicas, es
posible determinar el potencial quimico de un soluto en un disolvente, lo que permite calcular

los coeficientes de actividad.

Cabe destacar que el método COSMO-RS permite predecir el comportamiento termodinamico
de mezclas fluidas sin necesidad de disponer de datos experimentales, pues tan sélo se requiere
conocer la estructura molecular de los compuestos que intervienen en el proceso. En este
sentido, se presenta como una herramienta versatil y eficaz para preseleccionar disolventes
sostenibles en operaciones de extraccion y explicar las interacciones soluto-disolvente que

dominan el proceso [129].

En bibliografia se encuentran ejemplos del empleo de COSMO-RS en procesos de extraccion
utilizando disolventes sostenibles. Ozturk et al. [147] estudiaron la extraccidon de limoneno de
residuos sdlidos de naranja utilizando COSMO-RS para estimar la solubilidad del limoneno en
distintos disolventes. Ozturk y Gonzalez-Miquel [215] estudiaron con COSMO-RS el equilibrio
liquido-liquido, los coeficientes de distribucion y la selectividad en la extraccidn de aceites
esenciales del residuo sélido de naranja utilizando DE como disolventes. Lédpez-Porfiri et al. [161]
evaluaron mediante anadlisis de COSMO-RS distintos disolventes sostenibles, como liquidos
idnicos, disolventes eutécticos y biodisolventes, para la recuperacion de acidos orgdnicos. Por
otro lado, Gonzdlez et al. [216] utilizaron COSMO-RS para estudiar la interaccidon entre
disolventes sostenibles (liquidos idnicos formados con imidazolio y pirrolidinio) con distintos

compuestos fendlicos.

1.4. Técnicas de extraccion

Un proceso de extraccion se define como la separacidén selectiva de componentes de una
mezcla, que de forma general implica el uso de un disolvente para solubilizar y separar los
compuestos de interés de otros materiales [217]. Para entender como funciona cualquier
proceso de extraccion hay tener en cuenta las propiedades quimicas tanto del soluto como del
disolvente. Las interacciones soluto-disolvente vienen determinadas por la presidn de vapor del
soluto, la solubilidad del soluto en ambas fases, asi como también por la hidrofobicidad, la

densidad, la viscosidad y las propiedades dcido/base tanto del soluto como del disolvente [218].
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A continuacidn, se indican las consideraciones fundamentales a tener en cuenta en cualquier

proceso de extraccion [218]:

e Alto rendimiento: se busca la recuperacion completa o casi completa de los

compuestos objetivo.

e Alta selectividad/pureza: el objetivo es obtener un extracto con una minima presencia
de compuestos interferentes o indeseables, garantizando asi una pureza vy

selectividad elevadas en los productos obtenidos.

La presente Tesis Doctoral se enfoca en procesos de extraccidn, siguiendo los fundamentos de
la Quimica Verde y empleando disolventes sostenibles. Por un lado, se profundiza en la técnica
de extraccion liquido-liquido con el objetivo de lograr la extraccidn selectiva de inhibidores de
la fermentacion presentes en medios acuosos. Por otro lado, se investiga la extraccién sdlido-
liquido para la valorizacién del residuo sélido de naranja (RSN) mediante la extraccién de

antioxidantes.

La extraccion liquido-liquido es un proceso de separacién que consiste en la transferencia de un
soluto de un disolvente a otro, siendo los dos inmiscibles o parcialmente inmiscibles entre si,
con la capacidad de formar dos fases. La separacion se produce mediante transferencia de
materia desde la muestra liquida que contiene el soluto hacia el disolvente, donde el soluto es
mas soluble. El proceso de extraccidn liquido-liquido comprende una etapa de mezcla, seguida
de una etapa de separacién de fases (Figura 1.7), por lo que es importante considerar ambas
etapas en la eleccion del disolvente, pues aunque una mezcla vigorosa favorece la transferencia

de materia, también puede dificultar la separacion al formar emulsiones [217].

Disolvente
00+°

O Soluto ©

Disolvente
e ,°® ~

Disolvente

Muestra
o ,©

Soluto Muestra
[} [¢)

Figura 1.7. Esquema del proceso de extraccion liquido-liquido.

Por otro lado, la extraccion soélido-liquido es un proceso de separacién que implica la

transferencia de uno o mas componentes de una muestra sélida hacia un disolvente liquido
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[217]. El proceso de extraccidn se representa esquematicamente en la Figura 1.8 y sigue los

siguientes pasos [218]:

El disolvente impregna la superficie sélida.

e El disolvente penetra la matriz sélida por difusién molecular.

e El soluto se solubiliza por desorcién de la matriz sélida (puede ser necesaria la rotura

de enlaces quimicos para la desorcion del soluto de la matriz sélida).

e La disolucién que contiene el soluto vuelve a la superficie del sélido por difusidn

molecular.

e Ladisolucidn se transfiere del sélido por difusion molecular.

z

Disolvente

o L
l 5- Difusién externa
; ° Fase liquida
Disolvente q
. (disolvente)
Soluto

\

Transferencia de
calor

—

Transferencia de
materia

/

Figura 1.8. Esquema del proceso de extraccion sélido-liquido convencional.

En la extraccion sdlido-liquido hay que tener en cuenta que los solutos no suelen estar
libremente disponibles, sino que interaccionan con otros componentes de la materia prima. Por
lo tanto, es necesario romper las interacciones intermoleculares que se establecen entre el

soluto y la materia prima antes de que se puedan establecer nuevas interacciones soluto-

disolvente [218].

La extraccién convencional con disolventes se ha empleado ampliamente para la recuperacion
de bioproductos de matrices naturales [100]. Con el objetivo de optimizar tanto el tiempo como
el coste asociado a la extraccién convencional, asi como de reducir el consumo de energia, se
han explorado métodos de extraccion mds sostenibles. En el desarrollo de métodos de

extraccion mas eficientes y respetuosos con el medio ambiente, se han explorado nuevas
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tecnologias como la extraccién con fluidos supercriticos, la extraccidn con liquidos a presion, la
extraccién asistida por ultrasonidos y la extraccién asistida por microondas, como alternativas
adecuadas a las tecnologias convencionales [113]. En esta Tesis Doctoral, se va a estudiar la
extraccién asistida por ultrasonidos y por microondas, ya que han demostrado ser efectivas en
la obtencion de bioproductos, como compuestos fendlicos, carotenoides, aromas o

polisacaridos, a partir de matrices de biomasa [219,220].

1.4.1. Extraccién asistida por ultrasonidos

La extraccidn asistida por ultrasonidos es una técnica emergente y respetuosa con el
medioambiente que mejora la eficiencia de extraccion a la vez que reduce el consumo de energia

y disolvente, y disminuye los tiempos de extraccion [221].

Los ultrasonidos son trasmitidos en el medio en forma de una onda de presién, generando una
vibracién con dos fases alternativas: la compresién y la rarefraccion (Figura 1.9) [222]. La fase
de compresidn se da con el maximo de presidn, mientras que la fase de rarefraccién de da con
presion minima. En la fase de compresidn las moléculas se acercan debido a la alta presion,
mientras que en la fase de rarefraccidn la distancia entre moléculas aumenta. En la rarefraccion,
la presion negativa predomina sobre la fuerza de atraccion de las moléculas causando cavidades
en el liquido, formando las burbujas de cavitacién [221]. Cuando la potencia es suficientemente
elevada, estas burbujas, distribuidas por todo el liquido, experimentan un crecimiento durante
unos pocos ciclos hasta alcanzar un tamaifio en el que se vuelven inestables y colapsan de
manera violenta [222,223]. Durante el colapso, la temperatura aumenta en el rango de 4000-

5000 °Cy la presion alcanza mas de 1000 atm dentro de la burbuja [224,225].

Compresion Maxima presién

Tiempo

— \ Minima presion
Rarefraccion : i

w A~

OOOC/&\

Cambio en el tamano de las burbujas de cavitacion
durante el ciclo de la onda de ultrasonidos

Figura 1.9. Esquema de la onda de ultrasonidos y la variaciéon de las burbujas de cavitacidn.
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La implosién de las burbujas de cavitacion provoca fragmentacion de la matriz, poros
localizados, y fuerza de cizallamiento en la célula del material de la muestra (Figura 1.10). Esto
facilita la desintegracion de la pared celular y la liberacidon de los componentes celulares al
disolvente debido a la mayor superficie de contacto y la reduccion del tamafo de las particulas
[219]. Ademas, el colapso de las burbujas de cavitacidn conduce a una mejor disrupcién celular
a través de la formacidn de micro jets, debido al colapso asimétrico de las burbujas cerca de una

superficie solida [226,227].

Burbujas de

cavitacion
Ultrasonidos N .
Microjets producidos Rotura de la pared de la
por la implosién matriz: liberacion del
soluto

Figura 1.10. Esquema de la extraccion solido-liquido asistida por ultrasonidos.

Por lo tanto, los ultrasonidos aceleran la extraccién al permitir una mayor tasa de difusion del
disolvente en la matriz debido a la rotura de la membrana celular. Las burbujas de cavitacion
provocan la rotura de la membrana celular permitiendo una mayor velocidad de difusion del
disolvente en la matriz, mejorando la transferencia de masay liberando compuestos bioactivos
[228,229]. Ademas, estudios previos han demostrado que el uso de ultrasonidos como

tecnologia de extraccién mejora la capacidad antioxidante de los extractos [230,231].

1.4.2. Extraccidn asistida por microondas

La extraccion asistida por microondas es una técnica que mejora los rendimientos de extraccion
a la vez que reduce el volumen de disolvente necesario y disminuye el tiempo de extraccion
[232]. Durante la extraccion con microondas la muestra se calienta de una forma localizada y
selectiva, donde apenas se produce pérdida de calor, por lo que es eficiente energéticamente

[233].
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Las microondas son ondas electromagnéticas no ionizantes, formadas por dos campos oscilantes
perpendiculares, el eléctrico y el magnético, siendo el primero el encargado del calentamiento
[233,234]. El principio de calentamiento de la energia microondas se fundamenta en la
capacidad de las ondas microondas para interactuar con las moléculas polares y se rige por dos
fendmenos: la conduccién idnica y la rotacién dipolar, que suele darse simultdneamente
[235,236]. La conduccién idnica tiene lugar al aplicar un campo electromagnético, lo que
provoca la migracién electroforética de los iones. La resistencia a este flujo idnico genera
friccion, y como consecuencia, se produce el calentamiento del sistema. Por otro lado, la
rotacion dipolar se produce cuando se alinean los dipolos al aplicarse un campo
electromagnético. Normalmente, los dipolos se alinean 5 x 10° veces por segundo, y este

movimiento molecular da como resultado el calentamiento de la muestra [235].

La interaccidn de la radiacion microondas con el disolvente, el agua intracelular y los iones
presentes favorece la conduccién idnica y la rotacién dipolar, incrementando la temperatura
desde el interior de la matriz [237]. Este aumento térmico resulta en un aumento de la presion
intracelular, ocasionando la rotura de la pared celular y las membranas. Este proceso altera las
propiedades fisicas del tejido celular, aumenta la porosidad y facilita el paso del soluto al

disolvente [87].

Microondas
( Fase liquida \
(disolvente)
U

Transferencia de
calor

—

ransferencia de
materia

\ (o) Difusion externa /

Figura 1.11. Esquema de la extraccidn sélido-liquido asistida por microondas.

A diferencia de la extraccidn convencional, en la extraccion asistida por microondas el gradiente

de transferencia de materia y de transmisién de calor trabajan en la misma direccion desde el
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interior hacia el exterior celular (Figura 1.8) [237,238]. Este alineamiento facilita
significativamente el proceso de extraccion, incrementando los rendimientos, al mismo tiempo

que se reduce la duracion del proceso [113].
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Las hipdtesis de partida en las que se sustentan los objetivos de esta Tesis Doctoral se exponen

a continuacion:

a)

d)

La viabilidad de las biorrefinerias depende de la mejora y optimizacion de los procesos
de pretratamiento, fermentacién y separacion.

Para la valorizacidon de corrientes ricas en azucares a través de la fermentacion es
necesario realizar un proceso de detoxificacion, que puede llevarse a cabo a través de
una extraccion selectiva liquido-liquido.

Para que la valorizacion de residuos agroalimentarios sea viable es necesario el
aprovechamiento integral del residuo, priorizando la extraccién de biomoléculas de alto
valor afadido.

Los métodos tradicionales de extraccion llevan asociados el uso de disolventes de origen
fosil, que son toxicos, volatiles, de caracter no renovables y poco respetuosos con el
medio ambiente.

Los ODS de la agenda 2030 los principios de la Quimica Verde, manifiestan la necesidad
de desarrollar nuevos procesos de extraccidn mds sostenibles, utilizando disolventes
mas benignos con el medio ambiente y la salud, a la vez que técnicas con mayor

eficiencia energética.

Tomando como referencia todo lo anterior, la finalidad principal de esta Tesis Doctoral es doble;

en primer lugar, busca incrementar la sostenibilidad de los procesos de extraccién en las

biorrefinerias utilizando disolventes sostenibles y técnicas de extraccidn asistida; en segundo

lugar, aspira a impulsar la bioeconomia circular, a través de la recuperacion de compuestos

antioxidantes de alto valor afiadido. Con este propdsito, la investigacién se enfocara en aplicar

los principios de la Quimica Verde por medio del empleo de disolventes sostenibles y técnicas

avanzadas de extraccion, abordando especificamente dos procesos de extraccion diferenciados:

1.

Extraccion selectiva de inhibidores de la fermentacién: se aplica extraccion liquido-
liguido para la detoxificacion de corrientes de biorrefinerias ricas en azlcares,
generadas durante los tratamientos de transformacion de la biomasa, con el objetivo
de mejorar los rendimientos de la fermentacion.

Extraccion de compuestos de alto valor anadido: valorizacién de residuos
agroalimentarios como fuente de compuestos fendlicos de alto valor afiadido con

propiedades antioxidantes a través de la extraccidn sélido-liquido.
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En esta Tesis Doctoral se proponen dos tipos de disolventes sostenibles como alternativa a los
disolventes tradicionales: los disolventes eutécticos y los biodisolventes. Ademas, se estudia el
uso de dos técnicas de extraccidn asistida (extraccién asistida por microondas y con

ultrasonidos), como tecnologias alternativas a la extraccidn convencional.

Estos objetivos generales se pretenden lograr mediante la consecucion de los siguientes

objetivos especificos, los cuales conforman esta Tesis Doctoral:

- Objetivo 1: Busqueda bibliografica y estado del arte.

Recopilacion completa de la informacion y estado del arte de la tematica objeto de estudio.
Busqueda de informacién sobre biorrefinerias, residuos lignoceluldsicos y agroalimentarios, el
concepto de Quimica Verde, disolventes sostenibles, técnicas de extraccion, procesos de

detoxificacion y compuestos antioxidantes.

- Objetivo 2: Identificacion de los compuestos de interés.

Eliminacién de contaminantes: identificacion de corrientes de biorrefinerias con presencia de

contaminantes inhibidores de la fermentacion (furanos, compuestos fendlicos), para poder

estudiar su eliminacién y mejorar el proceso.

Valorizacién de biomasa: identificacién de matrices naturales donde estén presentes

compuestos fendlicos de alto valor anadido, que tengan interés en el mercado global por la
demanda de estos compuestos por distintas industrias. En concreto, se evaluara la extraccion

de antioxidantes para valorizar el residuo sdélido de la industria de la naranja.

- Objetivo 3: Seleccion de disolventes.

Seleccion de disolventes sostenibles (disolventes eutécticos y biodisolventes) mediante pruebas
experimentales y evaluaciones computacionales con el software COSMO-RS. Para ello, se
evaluara el efecto de la estructura del disolvente en la extraccidon de las moléculas de interés,
teniendo en cuenta la solubilidad, los coeficientes de distribucion y la selectividad entre las

fases.

- Objetivo 4: Extraccion de los compuestos de interés.

Realizacidon de ensayos de extraccién liquido-liquido y sdlido-liquido de los compuestos de

interés con los disolventes seleccionados, optimizando las condiciones del proceso (tiempo,
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temperatura, ratio alimentacidn: disolvente). Los ensayos se llevaran a cabo empleando

matrices liquidas y sélidas representativas de los procesos de biorrefineria.

Realizacion de estudios de la selectividad de los disolventes elegidos para los compuestos de
interés frente al resto de compuestos presentes en la muestra. Por ejemplo, se estudiara la
eliminacion selectiva de los compuestos fendlicos frente a los azlcares presentes en corrientes

de biorrefineria para mejorar la fermentacion.

- Objetivo 5: Intensificacion de la extraccion.

Intensificacidn de la recuperacion de los compuestos de interés utilizando técnicas de extraccion
asistida por microondas o ultrasonidos. El empleo de estas tecnologias avanzadas permitira

reducir el tiempo de extraccidn, el consumo energético y la cantidad de disolvente utilizado.

- Objetivo 6: Recuperacion del disolvente.

Evaluaciéon de métodos de reciclaje de los disolventes y de recuperacion de los compuestos

extraidos.

- Objetivo 8: Difusion y divulgacion de los resultados.

Difusidn y divulgacién de los resultados obtenidos en revistas cientificas internacionales, asi
como en comunicaciones a congresos, seminarios o medios de comunicacion (ANEXOS:

contribuciones cientificas).
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3.1. Reactivos

A continuacion, se especifican los reactivos utilizados a lo largo de este trabajo, incluyendo el
numero CAS, el proveedor, la pureza y la estructura molecular de cada uno de ellos. La Tabla 3.1
muestra los reactivos utilizados en los métodos de andlisis, mientras que la Tabla 3.2 muestra
los compuestos objeto de estudio de este trabajo. En la Tabla 3.3 se detallan los reactivos
utilizados para la formacién de los disolventes eutécticos, y en la Tabla 3.4 se indican los
disolventes moleculares utilizados en esta Tesis Doctoral. Todos los reactivos fueron utilizados

tal y como se recibieron, sin ninguna etapa de purificacién adicional.

Tabla 3.1. Reactivos utilizados en los métodos de andlisis, nimero CAS, pureza, proveedor y estructura

molecular.
Estruct
Reactivo Andlisis CAS Pureza Proveedor n:orlzzul:::?
e}
Folin & Ciocalteu 2N Contenido fendlico Sigma- o
(FO) total >21-24-4 - Aldrich O‘
0’615\0") N
Carbonato de sodio Contenido fendlico 497-19-8 99,5% Sigma- c" 7
anhidro (Na2COs) total (p/p) Aldrich ZG/C\NZ
2,2-difenil-1-
sc-airentt Capacidad 1898-66- Sigma-
picrilhidrazilo S - ; Q >
antioxidante 4 Aldrich N,&@m
(DPPH) o '
Trolox Capacidad 53188- i Sigma- o o
antioxidante 07-1 Aldrich oK Tom
Hidréxido de sodio Contenido de 1310-73-
0,
(NaOH) flavonoides total 2 97% (p/p)  J.T. Baker Na/O\H
EMD
Cloruro de aluminio Contenido de 7446-70- 99,99% Millipore
(AICI3) flavonoides total 0 (p/p) Corporatio 9
n /AI*CI
Cl
Nitrato de sodio Contenido de 7631-99- pureza de Sigma- o
(Na2C0s) flavonoides total 4 andlisis Aldrich O’NtO'NaJ*
Capacidad pureza de
Metanol (MeOH) antioxidante/HPLC 67-56-1 HPLC Honeywell
HO—CHs3
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Tabla 3.1. (Continuacidn). Reactivos utilizados en los métodos de analisis, nimero CAS, pureza, proveedor
y estructura molecular.

Reactivo Analisis CAS Pureza Proveedor Estructura molecular
Acetonitrilo (ACN) HPLC 75-05-8 dF:euIEITDZI?C Honeywell HsC—=N
Acido acético HPLC 64-19-7 Glacial Labkem O:<CH3
OH
pureza
Agua HPLC 7732-18-5 de HPLC Honeywell H/o\H

Tabla 3.2. Compuestos objeto de estudio, nUmero CAS, pureza, proveedor y estructura molecular.

Reactivo Pureza CAS Proveedor Estructura molecular
OH
Fenol (FE) 299% (p/p) 108-95-2 Sigma-Aldrich ©/
OH
Siringol (SIR) 99% (p/p) 91-10-1  Sigma-Aldrich H3CO\©/OCH3
OCH;
Guayacol (GUA) 99% (p/p) 90-05-1 Sigma-Aldrich @,m
OH
o-cresol (oCRE) 99% (p/p) 95-48-7 Sigma-Aldrich ©/CH3
Vainillina (VAN) 99% (p/p) 121-33-5 Sigma-Aldrich &\
O
Furfural (FF) 99% (p/p) 98-01-1 Sigma-Aldrich \0/ y
o]
5-Hidroximetilfurfural (SHMF) > 99%(p/p) 67-47-0 Sigma-Aldrich Om/\o"'
OH
Acido 4-hidroxibenzoico (A4HB) 9% (p/p) 99-96-7 Sigma-Aldrich ?
(o] OH
HO
4-Hidroxibenzaldehido o . .
(4HBAId) 9% (p/p) 123-08-0 Sigma-Aldrich @
H™ ™0
(o]
Acido vanilico (AV) 97% (p/p) 121-34-6 Sigma-Aldrich Q)ko”
HO'

OCHs
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Tabla 3.2. (Continuacion). Compuestos objeto de estudio, nimero CAS, pureza, proveedor y estructura

molecular.
Reactivo Pureza CAS Proveedor Estructura molecular
o
i /I > OH
Acido trans-ferulico (AF) 99% (p/p) 1135-24-6 Sigma-Aldrich HO S

o)
Acido p-cumarico (ApC) >98% (p/p) 501-98-4 Sigma-Aldrich /@A\/KOH
HO
0

Acido galico (AG) >97% (p/p) 149-91-7 Sigma-Aldrich HOI;)LOH
HO

OH
(0]
Acido protocatecuico (AP) > 97% (p/p) 99-50-3 Sigma-Aldrich QAOH
HO L
o
Acido cafeico (ACaf) >98% (p/p) 331-39-5 Sigma-Aldrich QA\)LOH
HO o
OH
HO o) @
Catequina (CAT) >98% (p/p) 225937-10-0 Sigma-Aldrich i OH
OH
OH
HO, CHs
HO o HO_OH
Naringina (NAR) >95% (p/p) 10236-47-2 Sigma-Aldrich -~ WG O (}‘\OH
2 0. o]
O OH
OH O
HO o0 O
Hesperidina (HESP) > 80% (p/p) 520-26-3 Sigma-Aldrich @ 00" >0 O o
oron OCH;
OH o

Quercetina (QUER) >95% (p/p) 849061-97-8 Sigma-Aldrich
Rutina (RUT) >94% (p/p) 207671-50-9 Sigma-Aldrich
CH;0H
O,
Glucosa (GLU) >99,5% (p/p) 50-99-7 Sigma-Aldrich oH
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Tabla 3.2. (Continuacion). Compuestos objeto de estudio, nimero CAS, pureza, proveedor y estructura

molecular.
Reactivo Pureza CAS Proveedor Estructura molecular
QO OH
Fructosa (FRU) >99% (p/p) 57-48-7 Sigma-Aldrich Ho@%on
OH
CH,0H
o CHQ%H
_ - H - H OH
Sacarosa (SAC) >99% (p/p) 57-50-1 Sigma-Aldrich N O)i HOZCHQOH
OH OH

Tabla 3.3. Reactivos utilizados para la formacién de los disolventes eutécticos, nimero CAS, pureza,
proveedor y estructura molecular.

Reactivo Pureza CAS Proveedor Estructura molecular

Disolventes eutécticos hidrofobos

Acido octanoico (C8) 99% (p/p) 124-07-2 ACROS organic M
HaC OH

Acido decanoico (C10) 99% (p/p) 334-48-5 ACROS organic PP
OH

Acido dodecanoico (C12)  99% (p/p) 143-07-7 Sigma-Aldrich ]

Disolventes eutécticos hidrdfilos

0
Betaina (Bet) >98% (p/p)  107-43-7 Sigma-Aldrich Hsc—ﬁtb—)\o-
CHs
L-Prolina (Pro) 99% (p/p) 147-85-3 Sigma-Aldrich %OH
H o
Cloruro de colina (ChCl)  >98% (p/p) 67-48-1 Sigma-Aldrich [/T\/\OH or
1,2-Butanodiol
, > 989 N2l . Al
(1,28) >98% (p/p)  584-03-2 Sigma-Aldrich Hac/j;\OH
. . . HsC OH
1,3-Butanodiol (1,3B) 99,5% (p/p)  107-88-0 Sigma-Aldrich \(\/
OH
. . . OH
1,2-Propanodiol (1,2P) 99,5% (p/p) 57-55-6 Sigma-Aldrich OH
HsC
Glicerol (Gli) 99,5% (p/p) 56-81-5 Panreac OH
' HO\)\/OH
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Tabla 3.4. Disolventes moleculares utilizados, nimero CAS, pureza, proveedor y estructura molecular.

Reactivo Pureza CAS Proveedor  Estructura molecular
Etanol (EtOH) Absoluto  64-17-5 J. T. Baker e o
N
> 0,
Acetato de etilo (EA) 2 99,5% 141-78-6 HoneyWell o
(p/p) PN
HsC™ O~ “CHy
CHy
(R)-(+)-Limoneno (LIM) 97% (p/p) 5989-27-5 Sigma-Aldrich @
. . g s > 99% . .
Ciclopentil metil éter (CPME) 5614-37-9 Sigma-Aldrich
(p/p) Q/OCHs
. . > 99% . .
2-Metiltetrahidrofurano (2MeTHF) 96-47-9  Sigma-Aldrich
(p/p) [\
0~ “CHs
o]
(-)-Etil L-lactato (EL) 99% (p/p) 687-47-8 Sigma-Aldrich HgC\l)LO/\CHG
CH
H3;CQO H
. o . >99% . . ~0
Dimetil isosorbida (DMI) (0/p) 5306-85-4 Sigma-Aldrich .
A OcH,
> 98,59
Dihidrolevoglucosenona- Cyrene® (CYR) 2% 53716-82-8 Sigma-Aldrich y
(p/p) o@
y-Valerolactona (GVL) 29 9% 108-29-2  Sigma-Aldrich
(p/p) Hsc/&o

(0]
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3.2. Equipos

A continuacidn, en la Tabla 3.5 se muestran los equipos e instrumentos utilizados durante el

desarrollo de este trabajo.

Tabla 3.5. Equipos e instrumentos empleados durante la Tesis Doctoral, junto con sus caracteristicas.

Equipo Imagen Caracteristicas

Balanza analitica lu } ‘

=—v Repetitividad + 0,0002 g

Sartorius M - POWER AZ124.

Agitador magnético Scilogex, MS-M-S10

. Ibx instruments, HO3D series.
Placa agitadora con control de

temperatura
P Errorde £ 0,5 °C

Estufa Digitronic (P. Selecta)

Lbx instruments, serie HBD120.

Bloque termostatico
Errorde £ 0,5 °C

J Labnet international, Inc. VORTEMP
Agitador orbital con control de 1550.

temperatura
Errorde £ 0,5 °C

Elmasonic S 15 H, Elma.

Bafio de ultrasonidos con control de
temperatura

Frecuencia de ultrasonidos: 37 kHz.

Potencia de 35 W
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Tabla 3.5 (continuacion). Equipos e instrumentos empleados durante la Tesis Doctoral, junto con sus

caracteristicas.

Equipo Imagen Caracteristicas
. UP200Ht, Hielscher Ultrasound
-
) technology.

Sonda de ultrasonidos

N

Frecuencia de ultrasonidos: 26 kHz.

Potencia de 200W.

Reactor microondas

Monowave 400, Anton Paar

Espectrofotémetro UV-Visible

. L

V-730, JASCO

HPLC-DAD/RI

Serie JASCO 4000, JASCO

Centrifuga

Unicen 21, Ortoalresa

Rotavapor con bomba de vacio

Rotavapor R-114/Bomba de vacio V-100,
Blichi Labortechnik

Densimetro digital de tubo vibrante
+ Viscosimetro

DSA-5000 M, Anton Paar

Lovis 2000/ME, Anton Paar

75



Blanca Sdenz de Miera Aparicio

3.3. Preparacion de disolventes eutécticos

La seleccion de los disolventes eutécticos (DE) utilizados en esta tesis doctoral se fundamenta
en una busqueda bibliografica, cdlculos computacionales realizados con el software “COnducto-
like Screening MOdel for Real Solvents (COSMO-RS)” y su miscibilidad en agua. En concreto, los
DE utilizados se pueden clasificar en dos grandes grupos en funcion de su afinidad por ésta: DE

hidréfobos y DE hidrofilos.

Para preparar los disolventes eutécticos, independientemente de su cardcter hidrofilo o
hidréfobo, se pesan los componentes individuales de partida en una balanza analitica de
precisidn, se afiaden en un vaso de precipitados y se agitan a 350 rpm y 60 - 80 °C hasta que se
obtenga un liquido transparente y homogéneo (mezcla eutéctica). A continuacién, la mezcla se
enfria lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente y se guarda en frascos de vidrio hasta

SuU uso.

3.3.1. Disolventes eutécticos hidr6fobos

Los DE hidréfobos estudiados en esta tesis doctoral consisten en una mezcla binaria de acido
octanoico, acido decanoico y acido dodecanoico, en una relacion molar especifica que ha sido
obtenida de la bibliografia [156,239,240]. En la mezcla binaria ambos acidos pueden actuar tanto
como donante de enlaces de hidrégeno (HBD, del inglés Hydrogen Bond Donor), como aceptor
de enlace de hidrégeno (HBA, del inglés Hydrogen Bond Acceptor), formando un liquido

homogéneo, transparente e hidréfobo [239].

Todos los DE hidréfobos fueron utilizados en la extraccion liquido-liquido de corrientes acuosas.
En todos los casos, estos DE fueron previamente saturados con agua desionizada para evitar un

cambio significativo en el volumen de las fases tras la extraccion.

La caracterizacion de los DE hidréfobos puros se ha llevado a cabo en términos de densidad,
viscosidad y *H-RMN. En concreto, la densidad (p) se determind con un densimetro digital de
tubo vibrante Anton Paar DSA-5000 M a 25 °C (incertidumbre en la medida: + 3,10% g:cm?3 y
precision de la temperatura: + 0,01 °C), mientras que para la medida de la viscosidad dinamica
(n), a la misma temperatura, se utilizd un viscosimetro Lovis 2000/ME, acoplado al primero. En
este caso, la temperatura se controld con una precision de + 0,02 °Cy el capilar utilizado fue de
1,59 mm, con una incertidumbre de +0,005 mPa:s. Los resultados de la caracterizacidon por

Resonancia Magnética Nuclear de Protones (*H-RMN) de los DE se muestran en la Figura A.1,
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disponible como Anexo. Todos los picos se atribuyen a los componentes que conforman los DE,
lo que indica que no hay impurezas producidas por reacciones secundarias. Estos resultados

estdn en sintonia con los previamente reportados en la bibliografia [239,240].

En la Tabla 3.6. se muestran los DE hidréfobos utilizados en esta tesis, incluyendo la
nomenclatura utilizada, los componentes de partida, la relacién molar, y los valores de densidad

y viscosidad a 25 °C.

Tabla 3.6. Disolventes eutécticos hidréfobos utilizados.

Densidad Viscosidad

Nomenclatura Compuesto 1 Compuesto 2 Relacion
molar g
(g/ cm?) (mPa-s)
C8-C10 Acido octanoico Acido decanoico [1:1] 0,9011 6,922
C8-C12 Acido octanoico Acido dodecanoico [3:1] 0,9013 7,188
C10-C12 Acido decanoico Acido dodecanoico [2:1] 0,8935 10,348

3.3.2. Disolventes eutécticos hidroéfilos

Los disolventes eutécticos hidrofilicos utilizados en este trabajo se han formado con el objetivo
de estudiar la influencia de tres HBA (cloruro de colina, betaina y prolina) y diferentes HBD
basados en polialcoholes (1,2-butanodiol; 1,3-butanodiol, 1,2-propanodiol y glicerol). La
relacion molar utilizada y las condiciones para su formacién estdn basadas en estudios

bibliograficos previamente publicados [141,152,241-243].

La nomenclatura, los compuestos que los conforman y la relacién molar utilizada para la

formacién los DE hidrofilicos utilizados se presentan en la Tabla 3.7.
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Tabla 3.7. Disolventes eutécticos hidrdfilos utilizados.

Nomenclatura HBA HBD Relacién molar
ChCl:1,2B (1:3) [1:3]
Cloruro de colina
ChCl:1,2B (1:4) [1:4]
Pro:1,2B (1:3) [1:3]
Prolina 1,2-Butanediol
Pro:1,2B (1:4) [1:4]
Bet:1,2B (1:3) [1:3]
Betaina
Bet:1,2B (1:4) [1:4]
ChCl:1,3B (1:4) Cloruro de colina 1,3-Butanediol [1:4]
ChCl:1,2P (1:4) Cloruro de colina [1:4]
Pro:1,2P (1:4) Prolina 1,2-Propanediol [1:4]
Bet:1,2P (1:4) Betaina [1:4]
ChCl:Gli (1:4) Cloruro de colina [1:4]
Pro:Gli (1:4) Prolina Glicerol [1:4]
Bet:Gli (1:4) Betaina [1:4]

3.4. Preparacion de muestras

Como se ha comentado previamente, el objetivo principal de esta tesis doctoral es optimizar y
mejorar diferentes procesos de extraccion en el ambito de las biorrefinerias. En concreto, los
procesos estudiados pueden agruparse en: i) extraccion liquido-liquido de compuestos
inhibidores de la fermentacion presentes en corrientes acuosas ricas en azlcares; y ii) extraccion
solido-liquido de compuestos de interés presentes en el residuo sélido de naranja (RSN). A

continuacidn, se describe la preparacién de las muestras objeto de cada estudio.

3.4.1. Disoluciones acuosas de inhibidores de la fermentaciéon

Para el estudio de la extraccién de inhibidores de la fermentacion, se prepararon distintas
disoluciones acuosas, que varian desde disoluciones de compuestos fendlicos inhibidores
individuales y mezclas de estos, cuyo objetivo es estudiar su interaccion con los disolventes de
interés, hasta mezclas sintéticas complejas formadas tanto por estos inhibidores como por
azlcares, para evaluar la selectividad de los disolventes hacia estos compuestos. A continuacion,

se explica la preparacion de cada una de ellas.
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Disoluciéon de compuestos fendlicos individuales

Con el fin de estudiar la interaccion de los compuestos inhibidores con los disolventes objeto de
estudio, en una primera etapa se prepararon disoluciones acuosas de fenol, o-cresol, guayacol,
siringol y vainillina, respectivamente, debido a que son los compuestos fenélicos mayoritarios
en las corrientes de biorrefineria ricas en azlcar [244,245]. En concreto, se prepararon
disoluciones de concentracion igual a 100 mg/L de cada compuesto fendlico, pesando el
compuesto en una balanza analitica, disolviéndolo en un vaso de precipitados con agua
desionizada y enrasando al volumen deseado en un matraz aforado. Esta concentracién se

seleccioné basandose en estudios previos realizados por el grupo de investigacién [162].

Disolucion multicomponente de compuestos fenélicos

Una vez estudiadas las disoluciones formadas por los compuestos individuales, la siguiente
etapa consisti6 en preparar una disolucion multicomponente que incluyera los cinco
compuestos fendlicos evaluados previamente. Esta mezcla, denominada 500-CF, se prepard por
pesada, siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente. En este caso, se afadieron
los diferentes compuestos fendlicos (fenol, o-cresol, guayacol, siringol y vainillina) en la misma
proporcion hasta obtener una concentracién total de fenoles igual a 500 mg/L (100 mg/L de

cada compuesto fendlico).

Dado que la concentracidn de inhibidores presentes en las corrientes ricas en azlcares puede
variar dependiendo del pretratamiento utilizado, el tipo de corriente o la biomasa de partida
utilizada [246], a partir de esta disolucidn inicial se prepararon otras de menor concentracion
con el objetivo de evaluar el efecto de la concentracidn inicial sobre la capacidad de extraccion
de los disolventes estudiados. Para ello, se diluyd la disolucion multicomponente de partida,
500-CF, hasta una concentracién final de compuestos fendlicos de 250, 100 y 50 mg/L. Estas

nuevas disoluciones se han denominado 250-CF, 100-CF y 50-CF, respectivamente.

Disolucidon de compuestos fendlicos y glucosa

Posteriormente, con el fin de evaluar la selectividad de los disolventes hacia los compuestos
fendlicos de interés y los azlcares se prepard una nueva disolucion formada por 50 g/L de
glucosa (azlcar de referencia) y 100 mg/L de cada uno de los compuestos fendlicos de interés
(fenol, o-cresol, guayacol, siringol y vainillina). La concentracion de glucosa se eligié como un
valor intermedio basado en la literatura para diversas corrientes de biorrefineria [42,247,248].

Esta disolucidn fue etiquetada como CF-GLU.
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Mezcla sintética de inhibidores y azticares

Por ultimo, con el objetivo de simular una corriente generada tras el pretratamiento de la
biomasa, se prepard una mezcla sintética que incluye tanto azlcares como inhibidores de
naturaleza diversa, tales como furanos y compuestos fendlicos, los cuales se producen como
como subproductos no deseados [249]. Concretamente, esta disolucién esta formada por dos
furanos (furfural e 5-hidroximetilfurfural), diez compuestos fendlicos (fenol, guayacol, siringol,
4-hidroxibenzaldehido, vainillina, acido 4-hidroxibenzoico, 4cido vainillinico, acido p-cumarico y
acido ferulico) y tres azucares (glucosa, fructosa y sacarosa). Cada uno de los inhibidores de la
fermentacidn estan presentes en una concentracion de 1000 mg/L, mientras que los azlcares
se encuentran a una concentracion de 50 g/L cada uno, como una composicion representativa

de este tipo de muestras [250-253]. Esta disolucién se denomina IF-AZ.

En la Tabla 3.8 se presenta un resumen de las muestras estudiadas en la extraccién liquido-

liguido, junto con su composicion, concentracion y la nomenclatura utilizada.

80



Materiales y métodos

Tabla 3.8. Disoluciones acuosas estudiadas en la extraccion liquido-liquido.

Muestra Composicion Concentracion Nomenclatura
fenol 100-FE
o-cresol 100-0CRE
Disolucién de compuestos individuales siringol 100 mg/L 100-SIR
guayacol 100-GUA
vainillina 100-VAN
100 mg/L de
cada 500-CF
compuesto
fendlico
50 mg/L de
cada 250-CF
compuesto

fenol, o-cresol,
siringol, guayacol,
vainillina

Disolucién multicomponente de
compuestos fendlicos

fendlico
20 mg/L de
cada
compuesto
fendlico
10 mg/L de
cada
compuesto
fendlico
100 mg/L de

100-CF

50-CF

Disolucién de compuestos fendlicos y
glucosa

fenol, o-cresol,
siringol, guayacol,
vainillina, glucosa

cada
compuesto
fendlico

CF-GLU

50 g/L glucosa
1000 mg/L de
cada furano

Furanos: furfural,5-
hidroximetilfurfural
Compuestos
fendlicos: fenol,

guayacol, siringol, 4-
hidroxibenzaldehido, IOOOC;\Lga/L de

€zcCla sintetica ade inhibldores y vainillina, 4cido 4- IF-AZ

azUcares . . . compuesto
hidroxibenzoico, p, .
. o L . fendlico
acido vanilico, acido
p-cumarico, acido
ferulico
Azucares: glucosa, 50 g/L de cada
fructosa, sacarosa azUcar

3.4.2. Muestras sdlidas de residuo sdlido de naranja

Con el objetivo de obtener un residuo similar al generado en la industria del zumo de naranjay
estudiar su potencial valoracion mediante la extraccion de compuestos de alto valor afiadido,
como los compuestos fendlicos antioxidantes, se procedid a la preparacidon de las muestras a
partir de naranjas comerciales. Para ello, se adquirieron 3 kg de naranjas frescas Citrus Sinensis,
de la variedad Navel Lane Late, en una tienda local de Madrid (Espaia). Las naranjas se
exprimieron y el residuo sélido resultante se secé en la estufa a 40 °C durante 24 h. Una vez
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seco, se molié utilizando un molinillo hasta obtener un polvo homogéneo. El polvo resultante
fue etiquetado como residuo sélido de naranja (RSN) y almacenado a -4 °C para su posterior uso
en los ensayos experimentales. El esquema de la preparacion del residuo sélido de naranja (RSN)

se muestra en la Figura 3.1.

Secado en horno b“ ’ y Molienda
5 ;

Citrus Sinensis Residuo sélido de Residuo sélido de naranja
%ranja Navel Lane Late naranja seco (RSN) /

Figura 3.1. Esquema de la preparacion del residuo sdlido de naranja (RSN).

3.5. Extracciones

3.5.1. Extraccién liquido-liquido

Para llevar a cabo las extracciones liquido-liquido, se pusieron en contacto las muestras acuosas

mencionadas en el apartado 3.4.1. con los diferentes disolventes objeto de estudio.

En una primera etapa, y con el fin de evaluar de manera general la capacidad de extraccién de
los diferentes disolventes, se realizaron las extracciones utilizando las condiciones de operacién
previamente establecidas por el grupo de investigacion [162]. Para ello, se introdujeron
volumenes iguales de la disolucion objeto de estudio y el disolvente (2,5 mL de cada uno) en un
vial de vidrio y se agitaron a 550 rpm durante 15 min en el agitador magnético. Posteriormente,
las muestras se dejaron en reposo durante toda la noche a 25 °C para garantizar la completa

separacion de las fases.

Para estudiar el efecto de la temperatura en las extracciones liquido-liquido, se introdujeron las
disoluciones y el disolvente en un vial de vidrio sellado en proporcién disolvente: alimentacion
igual a 1, y se agitaron en un agitador orbital con temperatura controlada (40 y 60 °C) a 550 rpm
durante 15 min. La separacion de fases se llevé a cabo en el bloque termostatico a 40 o 60 °C

durante la noche.
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Finalmente, para la extracciéon de la mezcla compleja IF-AZ (inhibidores de la fermentacion y
azlcares), al tener una concentracidon mas elevada de los compuestos de interés, se estudiaron
distintas relaciones disolventes: muestra (D:M) (0,1; 0,5; 1; 1,5), utilizando un volumen total de
5 mL y distintos tiempos de extraccién (5, 10, 15, 30 y 45 min). En la Tabla 3.9 se muestra un

resumen de las disoluciones, disolventes y condiciones de extraccidn utilizadas en cada caso.

Tabla 3.9. Disolventes y condiciones para cada tipo de muestra estudiadas en la extraccion liquido-liquido.

Muestra Disolventes Condiciones
100-fenol T. 25°C
. L, 100-o0-cresol . - D:M 1
Disolucion de Disolventes eutécticos
compuestos 100-siringol hidrofébicos: C8-C10; C8- T: 15 min
individual C12; C10-C12
individuales 100-guayacol 550 rpm

100-vainillina

500-PC Disolventes eutécticos T:25;40y 60 °C
Disolucion hidrofébicos: C8-C10; C8-
multicomponente 250-pC C12; C10-C12 D:M1
de compuestos .
fenélicos 100-PC Biodisolventes: 2MeTHF; t: 15 min
50-PC CPME; LIM 550 rpm
Disolventes eutécticos T:25°C
Disolucion de hidrofébicos: C8-C10; C8-
C12; C10-C12 b:M1
com[f)gestos PC-GLU ;
fendlicos y ) .
glucosa Biodisolventes: 2MeTHF; T: 15 min
T:25°C
Mezcla sintética D:M:0,1;0,5;1;1,5
de inhibidores y IF-AZ CPME
azUcares T:5; 10; 15; 30 y 45 min
550 rpm

3.5.2. Extraccion sé6lido-liquido

Todas las extracciones soélido-liquido estudiadas a lo largo de este trabajo se realizaron
afadiendo 0,5 g de RSN a 5 mL de disolvente, es decir, empleando una relacion disolvente:
muestra (D:M) constante, e igual a 10. Tras la extraccién, y con el fin de favorecer la separaciéon
de fases, todas las muestras fueron centrifugadas a 4200 rpm durante 10 min. Los extractos
resultantes se analizaron mediante distintas técnicas analiticas, tal y como se indica en el

Apartado 3.6.
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En el caso de la extraccién convencional, los ensayos se llevaron a cabo utilizando un agitador
orbital (EAO) con control de temperatura (Tabla 3.5). Las condiciones de extraccién fueron
evaluadas considerando la temperatura (30 y 60 °C) y el tiempo de extraccion (30, 60, 90 o 100

min), con una agitacién constante de 900 rpm.

3.5.3. Extraccion asistida

Con el objetivo de mejorar los rendimientos de extraccion y reducir los tiempos de operacion y
el consumo energético, se han investigado diversas técnicas de extraccion asistida, tales como
ultrasonidos y microondas. Las variables estudiadas y los valores seleccionados estan basados

en ensayos preliminares y en los limites operativos de cada instrumento.

3.5.3.1. Extraccidn asistida por ultrasonidos

La extraccidn asistida por ultrasonidos se ha estudiado empleando dos vias diferentes, tanto
utilizando un bafo de ultrasonidos y como una sonda de ultrasonidos (Tabla 3.5). La extraccion
asistida por bafio de ultrasonidos (EABU) se estudié a 60 °C durante 30 min. Para ello, se mezcld
el RSN vy el disolvente de interés en un tubo tipo falcon, que luego se colocd en el bafio de
ultrasonidos lleno con agua. El proceso de extraccidn asistida por sonda de ultrasonidos (EASU)
se llevd a cabo utilizando una potencia de 10y 20 W, variando el tiempo de extraccion entre 1,5;
3; 6 y 9 min. En este caso, el RSN y el disolvente también se mezclaron en un tubo tipo falcon.
Las condiciones de extraccién estudiadas con la sonda estdn limitadas por la temperatura que
se alcanza durante el proceso, ya que ésta no puede ser controlada. De hecho, se observo que,
al aumentar el tiempo por encima de 9 min, o la potencia por encima de 20 W, tenia lugar la
evaporacién de los disolventes convencionales y de los biodisolventes, asi como la degradacién
de los disolventes eutécticos. Aunque la temperatura no puede ser controlada directamente, es

importante destacar que se realizé una medicién de la misma justo al finalizar cada extraccién.

3.5.3.2. Extraccion asistida por microondas

En la extraccidn asistida por microondas (EAM) para la mezcla de RSN y disolvente se utilizé un
vial de vidrio herméticamente cerrado y se introdujo en el reactor microondas (Tabla 3.5). En
este caso, las condiciones de extraccion estudiadas han sido la temperatura (60 y 100 °C) y el
tiempo (1,5; 3; 6; 9 y 12 min), utilizando una velocidad de agitaciéon de 1000 rpm en todas las

extracciones.
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En la Tabla 3.10 se muestra un resumen de los disolventes y las condiciones de extraccion

estudiadas en la valorizaciéon de RSN a través de la extraccién sélido-liquido.

Tabla 3.10. Disolventes y condiciones estudiadas en la extraccion sélido-liquido de RSN.

Muestra Disolventes estudiados Condiciones estudiadas
T: 30,60 °C
EAO
t: 30, 60, 90 min
T:60°C
EABU
t: 30 min
H.0; 80% (v/v) EtOH; EA
P:10W
EASU
t:1,5; 3; 6 min
T:60; 100 °C
EAM
t:1,5; 3; 6 min
ChCl:1,2But (1:3); ChCl:1,2But (1:4);
Pro:1,2But (1:3); Pro:1,2But (1:4); Bet:1,2But
(1:3); Bet:1,2But (1:4); ChCl:1,3But (1:4); o .. .
_ ChCl:1,2Prop (1:4); Pro:1,2Prop (1:4); EAO T:60°C; t: 100 min
Re_5|duo Bet:1,2Prop (1:4); ChCl:Gly (1:4); Pro:Gly
solido de (1:4); Bet:Gly (1:4)
naranja
P:10; 20; 50 W
(RSN) EASU
1:3;6;9; 12 min
Bet:1,2But (1:4)
T:60; 100 °C
EAM
t:3; 6; 9 min
EAO T: 60 °C; t:30 min
2MeTHF; CPME; EL; DMI; CYR; GVL EASU P: 10 W; t: 6 min
EAM T:100 °C; t:6 min
P:10; 20 W
EASU
t:1,5; 3; 6; 12 min
GVL; EL
T: 60; 80; 100 °C
EAM

t:1,5;3;6;9; 12 min
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3.6. Métodos de analisis

3.6.1. Analisis espectrofotométricos

3.6.1.1. Determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales (TPC-del inglés Total Phenolic Content) de los
extractos ha sido determinado mediante cuantificacién espectrofotométrica, siguiendo el
método colorimétrico Folin-Ciocalteu, adaptado por Cafiadas et al. [158]. Para ello, se mezclan
0,1 mL de la muestra y 0,1 mL del reactivo Folin-Ciocalteu en un vial de vidrio, y la mezcla
resultante se incuba durante 3 min a temperatura ambiente y en ausencia de luz. A
continuacidn, se afiaden al vial 2 mL de una disolucidn acuosa de carbonato sddico al 2% (p/v) y
se incuba durante otros 30 min en las mismas condiciones. Finalmente, se mide la absorbancia

de la disolucién resultante a 765 nm empleando el espectrofotémetro UV-VIS (Tabla 3.5).

Los valores de TPC, expresados como mg de 4cido galico equivalente (GAE) por g de muestra, se

obtuvieron a partir de la Ecuacion 1:

= -V disolvente Ecuacién 1
m muestra

TPC ( mg GAE ) [GAE]

g muestra
donde [GAE] es la concentracidn de acido galico equivalente presente en el extracto medido en
mg GAE/L, calculada con la recta de calibrado preparada con disoluciones estandar de acido
gdlico (Tabla A.1, disponible en el Anexo); V disolvente es el volumen de disolvente utilizado
durante la extraccion medido en litros; y m muestra es la cantidad de muestra utilizada medida
en gramos. En el caso de que las muestras se salieran del rango de calibracién (0 — 400 mg
GAE/L), se diluyeron utilizando el disolvente del ensayo correspondiente. Los analisis
espectrofotométricos se realizaron por triplicado, utilizando el disolvente como blanco. Los
resultados se expresan como TPC (mg GAE/ g muestra) = desviacion estandar relativa (RSD, %).
La RSD se calculé como la desviacién estandar de los tres resultados obtenidos dividida por la

media y multiplicado por 100.

3.6.1.2. Determinacion del contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales (TFC-del inglés Total Flavonoid Content) de los extractos ha
sido determinado mediante el método colorimétrico de formacién de complejos del cloruro de

aluminio (AICls), siguiendo el procedimiento descrito por Pekal et al. [254]. Para ello, en un vial
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de vidrio se mezclan 1 mL de agua desionizada con 0,45 mL del extracto y 0,15 mL de una
disolucion acuosa de NaNO; al 5% (p/v), la mezcla resultante se agita en un agitador vortex y se
incuba 5 min a temperatura ambiente. Después, se afiaden 0,15 mL de AlClzal 10% (p/v), se agita
y se incuba otros 5 min. A continuacion, la disolucidn se neutraliza con 1 mL de disolucidn acuosa
de NaOH 1 N y se incuba durante otros 15 min. Finalmente, se mide la absorbancia de la

disolucién resultante a 510 nm con el espectrofotémetro UV-VIS (Tabla 3.5).

Los resultados, expresados como mg de quercetina equivalente (QE) por g de muestra, se

calcularon mediante Ecuacion 2:

TFC ( mg QF ) = [QE] -V disolvente Ecuacion 2

g muestra m muestra

donde [QE] es la concentracidén de quercetina equivalente presente en el extracto medida en
mg QE/L, calculada con la recta de calibrado obtenida con disoluciones patrén de quercetina
(Tabla A.1, disponible en el Anexo); V disolvente es el volumen de disolvente utilizado durante
la extraccién, medido en litros; y m muestra es la cantidad de muestra utilizada medida en
gramos. En el caso de que la concentracién de las muestras excediera el rango de calibracién (0
— 500 mg QE/L), se diluyen utilizando el disolvente del ensayo correspondiente. Los andlisis
espectrofotométricos se realizaron por triplicado, utilizando el disolvente como blanco. Los
resultados se expresan como TFC (mg QE/ g muestra) * desviacion estandar relativa (RSD, %). La
RSD se calculé como la desviacion estandar de los tres resultados obtenidos dividida por la media

y multiplicado por 100.

3.6.1.3. Determinacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante (AC-del inglés Antioxidant Capacity) de los extractos ha sido
determinada mediante el ensayo del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), siguiendo el
procedimiento reportado por Cafadas et al. [158]. Para ello, se mezclan 0,1 mL de muestra, o
de metanol (blanco), con 2,9 mL de solucién de radical DPPH (6 x 10> mol/L de DPPH en
metanol), seguido de 30 min de incubacién a temperatura ambiente y en ausencia de luz. A
continuacién, se mide la absorbancia de la disolucién resultante a 515 nm. El porcentaje de
inhibicién de la disolucién DPPH, medido como la decoloracién provocada por el extracto, ha

sido calculado mediante la Ecuacion 3:
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Abs MeOH—-Abs muestra
Abs MeOH

Inhibiciéon (%) = 100 Ecuacion 3

donde Abs MeOH es la absorbancia obtenida del blanco de metanol (mezcla de metanol y
reactivo DPPH) y Abs muestra es la absorbancia de la muestra. Finalmente, la capacidad
antioxidante, expresada como mg de trolox equivalente (TE) por g de muestra, se calculd

mediante la Ecuacion 4:

mg TE TE , ..
AC ( g ) — __[TE] -V disolvente Ecuacion 4
g muestra m muestra

donde [TE] es la concentracion de trolox equivalente presente en el extracto medido en mg TE/L,
calculados con la curva de calibracion representada como % de inhibicion de cada solucién
estandar de trolox frente a la concentracidn (Tabla A.1, disponible en el Anexo); V disolvente es
el volumen de disolvente utilizado durante la extraccidon, medido en litros; y m muestra es la
cantidad de muestra utilizada, medida en gramos. En el caso de que las muestras se salieran del
rango de calibracion (0 — 200 mg TE/L), se diluyen utilizando el disolvente del ensayo
correspondiente. Los analisis espectrofotométricos se realizaron por triplicado. Los resultados
se expresan como AC (mg TE/ g muestra) + desviacion estandar relativa (RSD, %). La RSD se
calculé como la desviacidn estandar de los tres resultados obtenidos dividida por la media y

multiplicado por 100.

3.6.2. Analisis cromatograficos

Para la determinacién especifica de los compuestos de interés se ha utilizado cromatografia
liguida de alta eficacia (HPLC-del inglés High Performance Liquid Chromatography). Los analisis
realizados para separar, identificar y cuantificar los compuestos presentes en las muestras
objeto de estudio (inhibidores, compuestos antioxidantes y azucares) se han llevado a cabo
utilizando un equipo HPLC Serie 4000 de Jasco (Tabla 3.5), equipado con un detector arreglo de
diodos (DAD) y un detector de indice de refraccién (RI). Los métodos cromatograficos utilizados
en esta Tesis Doctoral han sido desarrollados teniendo en cuenta las caracteristicas de las

muestras a analizar y se describen a continuacién.
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3.6.2.1. HPLC-DAD

Compuestos fendlicos

La deteccién e identificacién de los compuestos fendlicos se realizé utilizando un detector DAD
a las siguientes longitudes de onda: 270 nm para la deteccidn de fenol, guayacol, siringol y o-

cresol, y 325 nm para la deteccion de vainillina.

Para la separacidn de los compuestos se utilizé una columna Fortis C18 (250 mm x 4,6 mm, 5
um) a temperatura ambiente. Los compuestos se separaron con una eluciéon en gradiente
utilizando diferentes proporciones de disolucion acuosa de acido acético al 2% (v/v) (A) y
acetonitrilo (B). Las condiciones del método de gradiente estan representadas en la Tabla 3.11.

El analisis total por muestra se realizé en 35 min.

Tabla 3.11. Gradiente utilizado para la separacion cromatografica de los compuestos fendlicos. A:
disolucién acuosa de acido acético al 2% (v/v); B: acetonitrilo.

Tiempo (min) A% B%
0 70 30

7 70 30

13,5 65 35

18,5 45 55
22,5 40 60
25,5 20 80

30 70 30

35 70 30

El perfil obtenido con este método cromatografico para una mezcla estandar de 50 mg/L de

siringol, fenol, guayacol, o-cresol y vainillina se muestra en la Figura 3.2.
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Figura 3.2. Perfil del cromatograma de HPLC-DAD de la disoluciéon patrén de 50 mg/L de los compuestos
fendlicos inhibidores de la fermentacién a 270 nm (siringol, fenol, guayacol y o-cresol) y a 325
nm (vainillina).
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Compuestos inhibidores (compuestos fendlicos y furanos)

La deteccion y cuantificacion de los compuestos inhibidores de la fermentacion se realizd
utilizando el detector DAD a las siguientes longitudes de onda: 270 nm para la deteccidn de
furfural, acido 4-hidroxibenzoico, acido vanilico, siringol, fenol y guayacol; 284 nm para la
deteccion de 5-hydroximetilfurfural, 4-hidroxibenzaldeido y vainillina, y 323 nm para la

deteccidon de acido p-cumarico y acido ferdlico.

Para la separacion de los compuestos se utilizé una columna Fortis C18 (250 mm x 4,6 mm, 5
Um) a temperatura ambiente. Los compuestos se separaron con una eluciéon en gradiente
utilizando diferentes proporciones de solucién acuosa de acido acético al 1,25% (v/v) (A) y
acetonitrilo (B), las cuales se indican en la Tabla 3.12. El analisis total por muestra se realizé en

48 min.

Tabla 3.12. Gradiente utilizado para la separacién cromatografica de los inhibidores (furanos y
compuestos fendlicos). A: disolucidn acuosa de acido acético al 1,25% (v/v); B: acetonitrilo.

Tiempo (min) A% B%
0 85 15

7 80 20

22 80 20

27 55 45

30 52 48

38 52 48

41 85 15

48 85 15

El perfil obtenido con este método de cromatografia para una mezcla estandar de 50 mg/L de
los compuestos inhibidores de la fermentacidén (furfural, acido 4-hidroxibenzoicosiringol, acido
vanilico, siringol, fenol, guayacol, 5-hidroximetilfurfural, 4-hidroxibenzaldehido, vainillina, acido

cumarico y acido ferulico) se muestra en la Figura 3.3.
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Figura 3.3. Perfil del cromatograma de HPLC-DAD de la solucién patrén de 50 mg/L de los compuestos
inhibidores de la fermentacion a 270 nm (furfural, acido 4-hidroxibenzoicosiringol, acido vanilico,
siringol, fenol y guayacol), a 284 nm (5-hidroximetilfurfural, 4-hidroxibenzaldehido y vainillina) y
323 nm (acido cumarico y 4cido ferulico).

Compuestos fendlicos presentes en los residuos sélidos de naranja

La deteccién y cuantificacion de los compuestos fendlicos encontrados en el residuo sélido de
naranja (hesperidina, naringina, catequina, rutina, quercetina, acido gdlico, acido cafeico, acido
cumdrico y acido ferulico) [85,86,94—-96] se realizd utilizando el detector DAD a las siguientes
longitudes de onda: 271 nm para la deteccién de acido galico y 4cido protocatéquico; 282 nm
para la deteccidn de catequina, naringina y hesperidina y 4cido cindmico; 323 nm para la
deteccién de acido cafeico, acido cumarico y acido ferdlico; y 370 nm para la detecciéon de rutina
y quercetina. El acido cindmico no fue detectado en ningun anadlisis cromatografico, por lo que

no se incluyd en el analisis de los datos.

Para la separacion de los compuestos se utilizd una columna Fortis C18 (250 mm x 4,6 mm, 5
Um) a temperatura ambiente. Los compuestos se separaron con una eluciéon en gradiente
utilizando diferentes proporciones de solucién acuosa de acido acético al 1,25% (v/v) (A) y

acetonitrilo (B), representado en la Tabla 3.13. El andlisis total por muestra se realizé en 50 min.
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Tabla 3.13. Gradiente utilizado para la separacién cromatografica de antioxidantes presentes en RSN. A:
disolucién acuosa de acido acético al 1,25% (v/v); B: acetonitrilo.

Tiempo (min) A% B%
0 79 21
17 79 21
22 65 35
32 65 35
40 50 50
45 21 21
50 21 21

El perfil obtenido con este método cromatografico para una mezcla estandar de 50 mg/L de los
compuestos fendlicos presentes en RSN (acido galico, acido protocatecuico, catequina,
naringina, hesperidina, acido caféico, acido cumarico, acido ferulico, rutina y quercetina) se

muestra en la Figura 3.4.

Figura 3.4. Perfil del cromatograma de HPLC-DAD de la solucién patrén de 50 mg/L de los compuestos
fendlicos presentes en RSN a 271 nm (acido galico y acido protocatecuico), a 282 nm (catequina,
naringina y hesperidina), 323 nm (acido caféico, acido cumarico y acido ferulico), y a 370 nm
(rutina y quercetina).

3.6.2.2. HPLC-RI

La deteccidn y cuantificacidon de los azlcares (glucosa, fructosa y sacarosa) se llevé a cabo
utilizando el detector de indice de refraccidn (RI). Para la separacidn de los compuestos se utilizd
una columna Ca?* Carbohydrate (columna BP- 800 Ca 300 x 7,8 mm, de Jasco) y una precolumna
(BP-800 Ca Guard. 50 x 4,6 mm, de Jasco) a 80 °C. Como fase movil se utilizé agua para HPLC con

un caudal de 0,7 mL/min. El analisis total por muestra se realizé en 20 min.
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El perfil obtenido con este método de cromatografia para la disolucién patrén de 10 g/L de los

azlcares (sacarosa, glucosa y fructosa) se muestra en la Figura 3.5.

Figura 3.5. Perfil del cromatograma de HPLC-RI de la disoluciéon patrén de 10 g/L de los azlcares: sacarosa,
glucosa y fructosa.

3.6.2.3. Tratamiento de los datos obtenidos por HPLC

Tras el andlisis cromatografico, la cuantificacién de los compuestos de interés se realizd
integrando el area del pico y calculando la concentracién a partir de la recta de calibrado
preparada con disoluciones estandar de cada compuesto. Los analisis por HPLC se realizaron

siempre por triplicado.

En las extracciones liquido-liquido, la eficiencia de extracciéon se determind empleando la
Ecuacién 5, midiendo la concentracién de los compuestos en la fase acuosa, antes y después de

la extraccion:

EE (%) = % -100 Ecuacién 5

donde C;y Cfson las concentraciones inicial y final de soluto en la fase acuosa, obtenidas con las
rectas de calibrado preparadas con las disoluciones estandar (Tabla A.2, disponible en el Anexo).
Los resultados se expresaron como eficiencia de extraccidon (EE) (%) + desviacion estandar
relativa (RSD) (%). La RSD se calculé como la desviacidn estandar de los tres resultados obtenidos

dividida por la media, y luego multiplicada por 100.

La selectividad de los disolventes en las mezclas acuosas complejas (PC-GLU y IF-AZ) se calculd

utilizando la Ecuacion 6:

S = CCF disolvente/CCF fase acuosa Ecuacién 6

Caz disolvente/Caz fase acuosa

donde Ccr disotvente Y Ccr fase acuosa SON las concentraciones de los compuestos fendlicos en el
disolvente y en la fase acuosa, respectivamente; y Cazdisoivente Y Caz fase acuosa SON las concentraciones

de los azucares en el disolvente y en la fase acuosa, respectivamente. Las concentraciones en
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las fases ricas en disolvente se calcularon por diferencia de la concentracidn inicial y final de la

fase acuosa.

En las extracciones sdlido-liquido los resultados se expresaron como mg de compuesto de

interés entre g de RSN, calculado segun la Ecuacién 7:

-V disolvente Ecuacién 7

CF—AZ( mg )_ [CF-AZ]

g muestra m muestra

donde [CF-AZ] es la concentracion medida en mg/L del compuesto de interés (compuestos
fendlicos o azucares) medidos en el HPLC y calculado con la recta de calibrado (Tabla A.2,
disponible en el Anexo); V disolvente es el volumen de disolvente utilizado durante la extraccion
en litros; y m muestra es la cantidad de muestra utilizada medido en gramos. Los resultados se
expresan como CF-AZ (mg/ g muestra) + desviacion estandar relativa (RSD, %). La RSD se calculd
como la desviacién estandar de los tres resultados obtenidos dividida por la media, y luego

multiplicada por 100.

3.7. Recuperacion del disolvente

En el caso de la mezcla liquida sintética formada por inhibidores y azucares (IF-AZ), una vez
establecidas las condiciones dptimas de extraccidn, se ha estudiado también la recuperacién del
mejor disolvente; en este caso, el ciclopentil metil éter (CPME), como parte fundamental de la
viabilidad del proceso. Dicha recuperacién se realiz6 mediante la evaporacién del disolvente y
su posterior condensacién. Para ello, tras la extraccidn, se recogio la fase rica en disolvente y se
evapord utilizando un rotavapor conectado a una bomba de vacio (Tabla 3.5), obteniéndose dos
fracciones: por un lado, el disolvente, que se recicla siendo utilizado en una nueva extraccion; vy,
por otro, el residuo sélido rico en los compuestos inhibidores de la fermentacidn. El proceso fue
estudiado en tres ciclos consecutivos para evaluar la capacidad de extracciéon del disolvente

recuperado, como se representa en la Figura 3.6.
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Figura 3.6. Esquema de recuperacién del disolvente.

3.8. Calculos computacionales

3.8.1. Optimizacion de la geometria molecular empleando

Turbomole

Las estructuras moleculares de los compuestos no disponibles en la base de datos COSMOtherm
(CPME, GVL) fueron optimizadas hasta su estado minimo de energia utilizando el software
Turbomole 7.3. [255] y la interfaz grafica TmoleX [256]. Se selecciond la base de calculo def-TZVP
(Triple Zeta Valencia Polarizada) para todos los dtomos. Los célculos del funcional de densidad
(DFT-del inglés Density functional theory) se realizaron utilizando el método B88-P86 con el
método funcional de correlacién Perdew86 y la aproximacion de intercambio de energia
Becke88 con un comportamiento asintético correcto [257]. Primero, para obtener los archivos
* energy se realizé una optimizacion de la geometria en fase gas. A continuacion, para obtener
los archivos *.cosmo se realizd un calculo del tipo “single point” empleando el método de

solvatacion continua COSMO [214]. Esto permite obtener un archivo *.cosmo con toda la

95



Blanca Sdenz de Miera Aparicio

informacién necesaria para realizar los calculos COSMO-RS [258]. Por ultimo, se garantizé que
las estructuras optimizadas presentan el minimo nivel de energia (considerando los diferentes
conférmeros de los compuestos) mediante un cdlculo de frecuencias vibracionales (“single
point”), asegurando que todas estas frecuencias tengan valores positivos. Los compuestos que

existen en las bases de datos COSMOtherm se utilizan como aparecen en el software.

3.8.2. Detalles computacionales del método COSMO-RS

Una vez obtenidos los archivos *.cosmo, se introdujeron en el software COSMOtherm v.19 para
determinar los distintos pardmetros termodinamicos. Para los calculos, se selecciond la

parametrizacién implicita en el software: BP_TZVP_19.

En las extracciones liquido-liquido, se ha estudiado mediante COSMO-RS la interaccion de
distintos compuestos de interés (fenol, o-cresol, guayacol, siringol, vainillina y glucosa), con los
disolventes eutécticos y biodisolventes hidrofdébicos (C8-C10, C8-C12, C10-C12, 2MeTHF, CPME,
LIM). En primer lugar, con el objetivo de asegurar que el método COSMO-RS puede predecir el
comportamiento de las dos fases liquidas entre DE/biodisolventes y agua, se realizé un calculo
liquido-liquido (propiedad del diagrama de fases en COSMOthermX), activando "Buscar punto
ELL” en los ajustes adicionales. Para ello, se selecciond agua como primer compuesto y
disolvente eutéctico (definido como liquido idnico teniendo en cuenta la relacion molar de cada
uno de los componentes) o biodisolvente como segundo compuesto. A continuacidn, se realizod
el mismo calculo para obtener las energias de Gibbs de exceso y las entalpias de exceso (Hexceso)
para cada sistema con el fin de estudiar las interacciones entre los solutos y los disolventes. Los
calculos se realizaron considerando las relaciones molares de los disolventes eutécticos y
tomando mezclas equimolares de soluto/disolvente para realizar los analisis energéticos de los

sistemas.

Con el objetivo de proporcionar una vision mas profunda de las mezclas soluto/disolvente, las
entalpias de exceso se dividieron en sus tres contribuciones energéticas (van der Waals,
electrostdtica o Misfits, y enlace de hidrégeno) con el fin de analizar cudl o cuales promueven
las interacciones. Estas contribuciones fueron obtenidas, una vez mas, activando las
contribuciones detalladas computadas a Hexceso €n los calculos ELL. Por ultimo, también se
calcularon las solubilidades de los compuestos fendlicos en los disolventes evaluados en el

trabajo mediante el método COSMO-RS. Para ello, se selecciond la opcién “Multiple Solutes
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Solubility” en COSMOtherm con un ajuste adicional iterativo con el fin de garantizar la alta

calidad de los resultados.

En las extracciones sélido-liquido, se ha utilizado COSMO-RS para comprender la interaccién de
la hesperidina (como referencia al ser el compuesto fendlico mayoritario en RSN) con los
biodisolventes (2MeTHF, CPME, EL, DMI, CYR, GVL). En este caso, ademas de considerar la
energia de Gibbs de exceso y la entalpia de exceso, la interaccién se evalué mediante los
coeficientes de actividad a dilucién infinita calculados a 25 °C. Estos datos se pueden obtener
mediante la realizacion de un célculo del tipo “Activity Coefficient” en COSMOthermX. Para
mayor comprension de la interaccidn entre los disolventes y los solutos, el coeficiente de reparto
octanol/agua (Kow) también fue calculado utilizando el método COSMO-RS (calculo del tipo
logP/logD en el software activando la opcidn “compute octanol-water partition”). Este

parametro dara una idea del caracter hidréfobo o hidrdéfilo del compuesto a evaluar.
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4.1. Extraccion selectiva de inhibidores y aztcares

En este apartado se presentan y discuten los resultados obtenidos en la extraccion liquida de
inhibidores presentes en corrientes acuosas ricas en azuUcares, empleando diferentes
disolventes hidrofobos de origen natural. En concreto, se han utilizado disolventes eutécticos
(DE) formados por acidos carboxilicos (C8-C10, C8-C12, C10-C12) y biodisolventes (2MeTHF,
CPME, LIM).

En una primera etapa se estudid la extraccién de diferentes compuestos fendlicos individuales
(fenol, o-cresol, guayacol, siringol y vainillina) en varias disoluciones acuosas de concentracion
100 mg/L, con el fin de estudiar la interaccion de estos compuestos con los diferentes
disolventes. Posteriormente, con el objetivo de evaluar el efecto de la presencia de varios
compuestos en la mezcla, se prepard una mezcla multicomponente de concentracion 500 mg/L,
constituida por estos cinco compuestos fendlicos. Esta mezcla multicomponente ha sido
utilizada también para analizar el efecto de la concentracion inicial (muestras 500-CF, 250-CF,
100-CF, 50-CF) y el efecto de la temperatura (muestra 500-CF a 25, 40 y 60 °C). A continuacion,
a esta mezcla de compuestos fendlicos se le afiade también glucosa (muestra CF-GLU) para
evaluar la afinidad de los disolventes hacia los compuestos fendlicos y el azucar, y asi seleccionar
el mds adecuado, analizando las interacciones moleculares existentes entre los solutos y los
disolventes con el método COSMO-RS. A partir de todos estos ensayos previos se selecciona el
disolvente que ofrece mejores resultados, en términos de eficiencia de extraccion y selectividad,
y se amplia el estudio a una mezcla sintética (muestra IF-AZ) formada por inhibidores de
diferente naturaleza, 1000 mg/L de inhibidores de la fermentacién (fenoles y furanos) y 50 g/L
de tres azucares (glucosa, sacarosa y fructosa). Esta mezcla se ha utilizado también para estudiar
el efecto de la relaciéon disolvente: muestra (D:M) y el tiempo de agitacion a la hora de llevar a

cabo la extraccidn selectiva de los inhibidores y los azlcares.

Finalmente, una vez establecidas las condiciones dptimas de la extraccion de la muestra IF-AZ,
se estudid la recuperacion vy reutilizacion del disolvente en varios ciclos consecutivos, con el

objetivo de mejorar la viabilidad operacional y econdmica del proceso.

4.1.1. Extraccién liquido-liquido de compuestos fendlicos

La eficiencia de extraccion de los DE hidréfobos (C8-C10, C8-C12, C10-C12) se estudio en

disoluciones acuosas de compuestos fendlicos individuales con una concentracién de 100 mg/L
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de fenol, o-cresol, guayacol, siringol y vainillina, respectivamente. Los resultados obtenidos,
utilizando una relacién D:M igual a 1, un tiempo de agitacion de 15 min y una temperatura de

25 °C, se muestran en la Figura 4.1 (A) y en la Tabla A.3, disponible en el Anexo.
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Figura 4.1. Comparacién de la eficiencia de extraccion de los DE hidréfobos (C8-C10, C8-C12, C10-C12):
(A) disoluciones de compuestos fendlicos individuales (100 mg/L); (B) mezcla multicomponente
de compuestos fendlicos (500-CF). Condiciones experimentales: relacion D:M = 1; t agitacion= 15
min; T= 25 °C; separacion de fases: reposo durante la noche.

Como se puede observar en la Figura 4.1 (A), |a eficiencia de extraccidn es similar utilizando C8-
C10y C8-C12, para todos los compuestos fendlicos estudiados, y ligeramente inferior cuando se
utiliza el disolvente C10-C12. Esto puede deberse a la menor viscosidad y menor tamafio de los
DE formados con C8, lo que facilitaria la transferencia de masa del soluto hacia el disolvente,
favoreciendo asi la extraccion [239]. Por el contrario, el DE C10-C12, mas hidréofobo y de mayor
tamanio, ofrece peores eficiencias de extraccion. Esto sugiere que la extraccion de los solutos

estudiados se ve favorecida por el uso de los DE con la cadena mas corta.

Con respecto al efecto de las estructuras de los compuestos fendlicos, la eficiencia de extraccion
sigue la tendencia general: o-cresol > guayacol > fenol > siringol > vainillina. Dado que el fenol
es la molécula mas simple de las estudiadas (un anillo de benceno con un grupo hidroxilo), se
utiliza este compuesto como referencia. Si comparamos la extraccion del fenol y el o-cresol, los
mejores resultados se obtienen con este ultimo (90 y 95%, respectivamente), lo cual puede ser
debido a la presencia del grupo metilo (-CHs), que hace que la molécula sea mas hidréfoba,
disminuyendo su interaccidon con el agua y facilitando su transferencia al disolvente. Estos
resultados concuerdan con los publicados por Sas et. al [165], quienes estudiaron la extraccion
del fenol y o-cresol con C8-C12 y C10-C12, y obtuvieron eficiencias de extraccion del 95% para
el o-cresol y del 75% para el fenol con el DE C8-C12, asi como del 92% para el o-cresol y del 68%

para el fenol con el DE C10-C12.

Por otro lado, comparando los resultados obtenidos con el fenol y el guayacol, se observa que

la presencia del grupo metoxilo (-CHs0) mejora la extraccidon (90% de eficiencia de extraccion
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del fenol y 93% del guayacol con C8-C10 y C8-C12; 83% de eficiencia de extraccidn del fenol y
91% del guayacol con C10-C12). Sin embargo, los resultados obtenidos resaltan el hecho de que
el nimero de grupo funcionales también es un factor importante, pues la eficiencia de
extraccién para el siringol, que tiene dos grupos -CH3O, es menor que las alcanzadas para el
guayacol y el fenol. En este caso, la estructura quimica del siringol podria fomentar un
impedimento estérico mayor, lo que estaria limitando las interacciones soluto-disolvente y, en
consecuencia, dando lugar a porcentajes de extraccién mas bajos. Este comportamiento ha sido
previamente reportado por Gonzalez et. al [162] en la extraccion de fenol, guayacol y siringol
utilizando DE hidréfobos formados con acidos carboxilicos y mentol. Por ultimo, la menor
eficiencia de extraccidon se observa para la vainillina, lo que podria explicarse por la presencia de
un grupo aldehido (CHO-), que tiene mayor polaridad que el grupo metoxilo, lo que podria estar
promoviendo interacciones mas fuertes con el agua y limitando su transferencia hacia

disolvente.

En definitiva, la presencia de un grupo metoxilo o metilo en el compuesto fenélico mejora su
extraccién, debido a la mayor hidrofobicidad; sin embargo, cuando aumenta el nimero de
grupos funcionales, o se incluyen grupos de mayor polaridad, se obtienen peores resultados

debido al impedimento estérico y/o su mayor interaccién con el agua.

Tras estudiar la capacidad extraccidn de los DE hidréfobos para las disoluciones de compuestos
fendlicos individuales, se estudio la extraccidon en una mezcla multicomponente, la cual contiene
100 mg/L de cada uno de los compuestos fendlicos (fenol, o-cresol, guayacol, siringol y
vainillina); es decir, una concentracién total de 500 mg/L de compuestos fendlicos (muestra 500-
CF). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.1 (B). Como se puede observar al
comparar la Figura 4.1 (A) y (B), tanto la eficiencia de extraccidn como las tendencias son
similares a las observadas para las disoluciones de compuestos fendlicos individuales, lo que
pone de manifiesto que la presencia de varios compuestos fendlicos en la mezcla no tiene un
efecto importante sobre los porcentajes de extraccidn. Al igual que en el caso anterior, las
mejores eficiencias de extraccidn se obtuvieron con los DE formados con C8 (C8-C10 y C8-C12),

mientras que la eficiencia de extraccion fue menor con C10-C12.

Dado que no se observaron diferencias importantes entre ambas disoluciones (compuestos
fendlicos individuales y mezcla multicomponente) al emplear DE hidréfobos, el estudio se
amplié a la extraccidon de la mezcla multicomponente (muestra 500-CF), utilizando también

biodisolventes. En concreto, se incluyeron tres biodisolventes (2MeTHF, CPME y LIM) y, ademds,
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se estudid el efecto de la concentracidn inicial y de la temperatura en la extraccidon de esta

mezcla. Los resultados obtenidos se muestran en los siguientes apartados.

4.1.1.1. Efecto de la concentracion

Con el objetivo de estudiar el efecto de la concentracidn inicial de compuestos fendlicos en la
eficiencia de extraccion, la muestra 500-CF se diluyd para obtener varias disoluciones con una
concentracién total de inhibidores fendlicos de 250, 100, 50 mg/L. Estas muestras se
denominaron 250-CF, 100-CF, 50-CF, respectivamente. La eficiencia de extraccién de los DE
hidréfobos (C8-C10, C8-C12, C10-C12) y biodisolventes (2MeTHF, CPME y LIM) en las muestras
50-CF, 100-CF, 250-CF y 500-CF se muestran en la Figura 4.2 y también en la Tabla A.4,
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disponible en el Anexo.
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Figura 4.2. Eficiencia de extraccién de (A) fenol, (B) o-cresol, (C) guayacol, (D) siringol y (E) vainillina de los
disolventes estudiados (C8-C10, C8-C12, C10-C12, 2MeTHF, CPME y LIM) a diferentes concentraciones
iniciales de la mezcla multicomponente (50-CF, 100- CF, 250- CF y 500- CF). Condiciones experimentales:
relacién D:M = 1; t agitacién= 15 min; T= 25 °C; separacion de fases: reposo durante la noche.

De forma general, tal y como se puede observar en la Figura 4.2, el aumento de la concentracion
en las disoluciones objeto de estudio provoca una mejora significativa en la eficiencia de

extraccion de 50-CF a 100-CF para todos los disolventes estudiados. La menor extraccion
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obtenida con la muestra 50-CF podria deberse a que, a bajas concentraciones, las moléculas de
interés estdn completamente rodeadas de agua. Esto dificulta su extraccion a pesar de que los
disolventes no estan saturados y tienen capacidad para extraer una cantidad mayor de
compuestos, como puede observarse con las disoluciones mas concentradas [162,165].
Resultados similares han sido reportados por Sas et al. [259] en la extraccion de fenol y o-cresol
con distintos liquidos idnicos basados en el anién bis(trifluorometilsulfonil)imida, [NTf,], donde
estudiaron el efecto de la concentracidn inicial desde 3 hasta 15.000 mg/L y concluyeron que el
aumento de la concentracidn inicial mejoraba la eficiencia de extraccion, posiblemente debido

a la no saturacién del disolvente.

Por otro lado, cuando la concentracién inicial es superior a 100 mg/L, no se encontraron grandes
diferencias en la eficiencia de extraccion de los DE estudiados. Previamente, Sas et al. [165]
obtuvieron resultados similares al estudiar el efecto de la concentracion en la extraccién de fenol
y o-cresol con C8-C12 y C10-C12, concluyendo que cuando la concentracién del compuesto
fendlico es superior a 50 mg/L, la eficiencia de extracciéon permanece practicamente constante.
Ademas, Fan et al. [68] en la extraccién de disoluciones de 4 a 282 mg/L de compuestos
fendlicos (fenol, resorcinol, p-nitrofenol, guayacol y o-cresol) empleando distintos liquidos

idnicos encontraron una eficiencia de extraccidn casi constante en funcién de la concentracion.

Sin embargo, en nuestro trabajo, se observan algunas excepciones para la extraccidon de fenol
con C8-C10 y C8-C12 cuando la concentracidn inicial es superior a 100 mg/L. En este caso, el
aumento de la concentracidn inicial provocé una ligera disminucion de la eficiencia de
extraccion, que podria atribuirse a la saturacién de los disolventes para extraer el fenol.
Resultados similares han sido descritos por Gonzélez et al. [216], donde observaron un descenso
en la eficiencia de extraccion de fenol con el liquido idnico bis(trifluorometilsulfonil)imida de 1-
hexil-1-metilpirrolidinio, [HMpyr][NTf,], al aumentar la concentracion inicial del compuesto
fendlico. Sin embargo, podrian requerirse investigaciones adicionales para corroborar este

aspecto.

Con respecto a la extraccién utilizando biodisolventes, es importante destacar que empleando
2MeTHF y CPME se alcanzaron eficiencias de extraccion superiores al 87%, mejorando los
resultados alcanzados con los DE. Al igual que sucede con los DE, en lineas generales, también
se observé un ligero aumento de la eficiencia de extraccién al aumentar la concentracion inicial
de 50 a 100 mg/L; sin embargo, no se observaron diferencias significativas al incrementar la
concentracion inicial de 100 a 500 mg/L, obteniéndose eficiencias de extraccidn superiores al
95% para todos los compuestos fendlicos. Estos resultados concuerdan con los publicados
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previamente para la extraccién de diferentes dacidos fendlicos utilizando estos mismos
biodisolventes, alcanzando eficiencias de extracciéon cercanas al 100% con 2MeTHF y CPME
[176]. En cuanto a la estructura quimica de los compuestos fendlicos estudiados utilizando
2MeTHF y CPME, no se encontraron diferencias significativas en la extraccién de fenol, o-cresol
y guayacol, estando en torno al 97% en todos los casos, siendo ligeramente inferior para el
siringol y la vainillina, lo que puede ser debido al mayor volumen molecular de estos dos

compuestos, lo que provocaria un mayor impedimento estérico.

En relacidon con la extraccion usando LIM como biodisolvente, se obtuvieron eficiencias de
extraccion menores. Este comportamiento puede atribuirse a interacciones mas débiles entre
el LIM y los compuestos de interés, fruto de impedimentos estéricos, asi como a los grupos
funcionales presentes en el LIM, los cuales no estarian favoreciendo la interaccidén con los
compuestos fendlicos [176]. Para la extraccidn de fenol, o-cresol y vainillina con LIM, se encontrd
un aumento en la eficiencia de extraccion al aumentar la concentracién de 50 a 100 mg/L, pero
no a concentraciones superiores a 100 mg/L. Sin embargo, para la extraccidon de guayacol y
siringol se encontré una eficiencia de extraccién considerablemente menor a una concentracion
inicial mas baja. Este comportamiento posiblemente esté relacionado con una baja influencia
del caracter hidrofobo de los grupos metoxilo presentes en estas moléculas a bajas

concentraciones [165].

En resumen, se encontraron resultados de eficiencia de extraccién mas bajos para la muestra
50-CF en comparacion con las muestras 100-CF, 250-CF y 500-CF, donde no se observaron
variaciones relevantes en las eficiencias de extraccion. Algunas excepciones fueron la extraccién
de fenol con C8-C10 y C8-C12, donde se encontré un efecto negativo en la eficiencia de
extraccion al aumentar la concentracion inicial de 100 a 500 mg/L; y para la extraccién de
guayacol y siringol con LIM, donde el aumento de la concentracidn inicial mejord los

rendimientos de extraccion.

4.1.1.2. Efecto de la temperatura

En este apartado, se estudia el efecto de la temperatura a partir de la Muestra 500-CF,
realizando la extraccion a tres temperaturas diferentes (25, 40 y 60 °C) y empleando como
disolvente los tres DE hidréofobos (C8-C10, C18-C12, C10-C12) y los tres biodisolventes (2MeTHF,
CPME vy LIM). Los resultados obtenidos en la extraccidn, utilizando una relacion D:M =1y un
tiempo de agitacion de 15 min, se muestran en la Figura 4.3 y en la Tabla A.5, disponible en el

Anexo.
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Figura 4.3. Eficiencia de extraccién de (A) fenol, (B) o-cresol, (C) guayacol, (D) siringol y (E) vainillina con
los disolventes ensayados (C8-C10, C8-C12, C10-C12, 2MeTHF, CPME y LIM) a diferentes
temperaturas (25, 40 y 60 °C) para la disoluciéon 500-CF. Condiciones experimentales: relacion
D:M = 1; t agitacién= 15 min; Co= 500 mg/L (100 mg/L de cada compuesto fendlico); separacion
de fases: reposo durante la noche.

En general, tal y como se puede observar en la Figura 4.3, el aumento de la temperatura no
mostré una mejora significativa en la eficiencia de la extraccién, excepto cuando se utilizo el
limoneno. No obstante, incluso a la temperatura mas alta, la extraccién con este disolvente es
inferior en comparacion con el resto de los disolventes estudiados. En todos los casos, los
mejores resultados se obtuvieron con el 2MeTHF y el CPME, corroborando asi la capacidad de
estos dos biodisolventes para llevar a cabo la extraccion de compuestos fendlicos a partir de
medios acuosos. En investigaciones previas, Sas et al. [259] han reportado resultados similares
para la extraccidn de fenol y o-cresol utilizando distintos liquidos iénicos basados en el anién
bis(trifluorometilsulfonil)imida, [NTf,]. Estos autores estudiaron el efecto de la temperatura en
el rango 15 - 45 °C y no observaron una variacion significativa en la eficiencia de extraccion al
incrementar la temperatura. Por otro lado, en el estudio llevado a cabo por Sidek et al. [260],
donde se investigd el efecto de la temperatura en la extraccidon de fenol con liquidos idnicos
basados en imidazol, encontraron que se obtienen mejores eficiencias de extracciéon a

temperatura ambiente.

107



Blanca Sdenz de Miera Aparicio

Aunque la temperatura puede ejercer un efecto significativo en el proceso de extraccion, se
considera un pardmetro mas influyente en la extraccidon sélido-liquido. En el caso de extraccion
liquido-liquido, el aumento de la temperatura puede mejorar ligeramente la eficiencia de
extraccion al disminuir la viscosidad y, por tanto, mejorar el contacto y la transferencia de
materia. Sin embargo, los disolventes utilizados tienen una viscosidad bastante baja, lo que
facilita el proceso de extraccion sin necesidad de aplicar temperatura, lo cual a su vez supone
un ahorro energético. Por otro lado, el aumento de la temperatura también puede favorecer la

miscibilidad de ambas fases, lo que podria dificultar la extraccion [176,261].

En resumen, los disolventes C8-C10, C18-C12, C10-C12, 2MeTHF y CPME han demostrado una
eficacia destacada en la extracciéon liquido-liquido de compuestos fendlicos. Estos disolventes
logran una alta eficiencia de extraccidn sin necesidad de aumentar la temperatura, lo que resulta

en una reduccion de los costes asociados al calentamiento.

4.1.2. Extraccion liquido-liquido de compuestos fendlicos y glucosa

Con el objetivo de estudiar la afinidad de los disolventes hacia los compuestos fendlicos y su
capacidad parar separarlos de la glucosa, se realizé la extraccién de la muestra CF-GLU, que
contiene 500 mg/L de compuestos fendlicos (100 mg/L de fenol, o-cresol, guayacol, siringol y
vainillina) y 50 g/L de glucosa. La eficiencia de extraccion de los disolventes estudiados utilizando
una relacion D:M igual a 1, un tiempo de agitacidon de 15 min y una temperatura de 25 °C, se

muestra en la Figura 4.4 y en la Tabla A.6 disponible en el Anexo.
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Figura 4.4.Eficiencia de extraccion de los disolventes (C8-C10, C8-C12, C10-C12, 2MeTHF, CPME y LIM)
para la muestra CF-GLU. Condiciones experimentales: relacion D:M = 1; t agitacion= 15 min; T=
25 °C; Co compuestos fenslicos= 500 mg/L; Coglucosa= 50 g/L,; separacion de fases: reposo durante la noche.

108



Resultados y discusion

Tal y como se puede observar en la Figura 4.4, las tendencias obtenidas para la extraccién de
compuestos fendlicos en presencia de glucosa fueron similares a las obtenidas en ausencia de
ésta (Figura 4.3), por lo que la presencia de este azucar no parece influir en la extraccion de los
compuestos fendlicos. En concreto, con 2MeTHF y CPME se obtuvieron eficiencias de extraccion

superiores al 95% para los compuestos fendlicos, incluso en presencia del azlcar.

Por otro lado, se obtuvieron resultados prometedores al estudiar el comportamiento de los
disolventes para extraer glucosa en la mezcla CF-GLU, ya que las eficiencias de extraccion fueron
muy bajas, lo que pone de manifiesto la baja afinidad de estos disolventes por este azucar. La
mayor eficiencia de extraccion de glucosa fue del 20% al utilizar 2MeTHF, pero no superd el 4%

con el resto de los disolventes.

La selectividad de los disolventes estudiados en la muestra CF-GLU (S), calculada a partir de la
Ecuacidn 6, se presenta en la Tabla 4.1. Tal y como se puede observar, los valores de S obtenidos
son significativamente superiores a 1, por lo que la separacidn de los inhibidores fendlicos y la
glucosa es posible con todos los disolventes. La alta selectividad hacia los compuestos fendlicos
y los bajos porcentajes de extraccion para la glucosa pueden explicarse considerando la baja
afinidad entre la glucosa y los disolventes, atribuida al gran nimero de grupos hidroxilo en la
molécula. Estos grupos, ademas, proporcionan fuertes interacciones de enlace de hidrégeno
entre la glucosa y el agua, ya que son sustituyentes hidrdfilos que reducen la afinidad hacia los

disolventes apolares [262].

Tabla 4.1. Selectividad de los disolventes estudiados en la extraccidon de la muestra CF-GLU. Condiciones
experimentales: relacion D:M = 1; t agitacién= 15 min; T= 25 °C; Co compuestos fenslicos= 500 mg/L; Co
glucosa= 50 g/L

Disolvente S
C8-C10 2224
C8-C12 1019

C10-C12 316
2MeTHF 145
CPME 800
LIM 54

Comparando la selectividad de los disolventes estudiados, los valores mas altos de selectividad
se obtuvieron con C8-C10 y C8-C12 (S =2224 y 1019, respectivamente), ya que su eficiencia de
extraccién de glucosa fue cercana a cero. De forma general, los DE hidréofobos fueron los
disolventes mas selectivos, pero con una menor eficiencia de extraccion de compuestos
fendlicos (EE= 85-95%). Sin embargo, el biodisolvente CPME mostré una selectividad elevada
(5=800), con eficiencias de extraccién de compuestos fendlicos superiores al 93% (EE = 93-99%)

y de glucosa inferiores al 4%. Las selectividades proporcionadas por 2MeTHF y LIM fueron las
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mas bajas obtenidas, lo que puede explicarse por la mayor eficiencia de extraccion de glucosa

empleando 2MeTHF, y la menor eficiencia de extraccién de compuestos fendlicos con LIM.

Estos resultados evidencian que los disolventes estudiados podrian utilizarse para extraer
selectivamente compuestos fenélicos de disoluciones acuosas ricas en glucosa. Por lo tanto, un
proceso de separacién basado en la extraccion selectiva de compuestos fendlicos utilizando
estos disolventes podria ser un enfoque adecuado para llevar a cabo el proceso de
detoxificacidn. En concreto, el biodisolvente CPME proporciond una alta selectividad (5=800),
manteniendo la eficiencia de extraccidn de los compuestos fendlicos superior al 93%, por lo que
serd el utilizado para llevar a cabo la separacién selectiva de inhibidores y azlcares presentes en
una mezcla acuosa sintética formada por un mayor nimero de compuestos inhibidores y

azlcares, tal y como se detalla en el apartado 4.1.3.

La interaccidn de los compuestos de interés (fenol, o-cresol, guayacol, siringol y vainillina) con
los disolventes estudiados ha sido evaluada mediante célculos con el modelo COSMO-RS. En la
Figura 4.5 se presentan la energia de Gibbs y la entalpia de exceso (en el lado izquierdo), asi
como las distintas contribuciones a la entalpia (fuerzas de Van der Waals, fuerzas electrostaticas,
y enlace de hidréogeno) (en el lado derecho), para las siguientes mezclas equimolares:
fenol/disolvente, o-cresol/disolvente, guayacol/disolvente, siringol/disolvente y

vainillina/disolvente.
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Figura 4.5. Energia de Gibbs y entalpia de exceso (izquierda) y contribuciones a la entalpia de exceso
(VdW, EH, FE) (derecha), para las siguientes mezclas equimolares: (A) fenol/disolvente, (B) o-
cresol/disolvente, (C) guayacol/disolvente, (D) siringol/disolvente y (E) vainillina/disolvente.
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En primer lugar, como se observa en la Figura 4.5 las mezclas fenol/disolventes y o-
cresol/disolventes presentan un comportamiento termodinamico favorable al tener la energia
de Gibbs y la entalpia de exceso negativa, para todos los disolventes estudiados excepto con
LIM. La energia de Gibbs negativa significa que el proceso es espontaneo, por lo que la
transferencia de la muestra al disolvente ocurrird de manera natural. Ademas, la entalpia de
exceso negativa favorece la extraccidn, ya que no es necesario aplicar calor para que se produzca
[263]. Por otro lado, las mezclas guayacol/disolvente, siringol/disolvente y vainillina/disolvente
muestran una energia de Gibbs y entalpia de exceso positiva, lo que significa que el proceso de

extraccidn no se encuentra favorecido, con excepcion de los biodisolventes 2MeTHF y CPME.

En el caso de los DE hidréfobos, la energia de Gibbs no muestra diferencias significativas entre
los tres DE, siendo ligeramente inferior para el DE C8-C10, lo que esta en concordancia con los
resultados obtenidos experimentalmente, ya que con energias de Gibbs inferiores el proceso
esta mas favorecido y con el DE C8-C10 la eficiencia de extraccion fue ligeramente superior. Por
otro lado, como se observa en las gréficas de |la derecha, en la interaccidn con los DE predominan
los enlaces de hidrégeno, al mostrar valores negativos, mientras que las interacciones
electroestaticas y de Van der Waals no favorecen el proceso (valores positivos), salvo para el

sistema o-cresol/DE, donde las fuerzas electroestaticas también estan favorecidas en la mezcla.

En cuanto a los biodisolventes, se puede observar que el 2MeTHF presenta un comportamiento
mas exotérmico en su interaccidn con los compuestos fendlicos en comparacion con el resto de
los disolventes, lo que explica la mayor eficiencia de extraccién obtenida experimentalmente
con este compuesto. Esto se debe principalmente a la capacidad del 2MeTHF para formar
enlaces por puente de hidrégeno con estos compuestos, como se evidencia en la figura que
muestra las contribuciones entalpicas (parte derecha de la Figura 4.5). Respecto al biodisolvente
CPME, este compuesto también forma mezclas altamente exotérmicas con los compuestos
fendlicos, aunque la mezcla esta ligeramente menos favorecida que con el 2MeTHF, lo que
muestra buena concordancia con los resultados experimentales. En este caso, la contribucion
del enlace de hidrégeno también es la que rige la mezcla. Por ultimo, el LIM es el Unico de los
biodisolventes evaluados que presenta mezclas endotérmicas y desfavorables con los
compuestos fendlicos, principalmente porque es el uUnico disolvente que presenta
contribuciones de enlaces de hidrégeno desfavorables, lo que explica las bajas eficiencias de

extraccién proporcionadas experimentalmente por este disolvente.

Para comprender los valores de selectividad obtenidos experimentalmente, también se ha
estudiado la energia de Gibbs y la entalpia de exceso para las mezclas glucosa/disolvente, cuyos
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resultados se muestran en la Figura 4.6. En general, los valores de energia de Gibbs y entalpia
de exceso obtenidos para la glucosa son menos negativos que los obtenidos para los compuestos
fendlicos. Esto indica que los disolventes estudiados en esta Tesis Doctoral tienen mayor
afinidad por los compuestos fendlicos, lo que posibilita la extraccidon selectiva de estos
compuestos en presencia de glucosa. Estos resultados son consistentes con los resultados
obtenidos experimentalmente. Los DE hidréfobos presentan mezclas desfavorables con la
glucosa porque la formacién de enlaces de hidrégeno no se ven favorecida. En cambio, el
2MeTHF y el CPME forman mezclas exotérmicas con la glucosa, ya que en estos casos si se

favorece la formaciéon de enlaces de hidrégeno, lo que resulta en valores de selectividad mas

bajos.
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Figura 4.6. Energia de Gibbs y entalpia de exceso (izquierda) y contribuciones de a la entalpia de exceso
(VdW, EH, FE) (derecha), para la mezcla equimolar glucosa/disolvente.

En resumen, las predicciones realizadas con COSMO-RS concuerdan con las tendencias
experimentales obtenidas. Por consiguiente, el método COSMO-RS puede resultar Util tanto
para explicar el comportamiento experimental como para predecir las tendencias de la

selectividad de cada disolvente.

4.1.3. Extraccién liquido-liquido de inhibidores y aztcares

Tras confirmar que los disolventes previamente estudiados, especialmente el CPME, permiten
la extraccion selectiva de compuestos fendlicos y glucosa, se decide ampliar el estudio a una
mezcla sintética formada por un mayor nimero de compuestos, utilizando CPME como
disolvente. Para ello, se parte de una mezcla formada por inhibidores de diferente naturaleza
(compuestos fendlicos y furanos) y azucares (glucosa, sacarosa y fructosa). La mezcla sintética

estudiada, denominada IF-AZ, est4 formada por 1000 mg/L de cada inhibidor de la fermentacion
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(furfural, 5-hidroximetilfurfural, fenol, guayacol, siringol, 4-hidroxibenzaldehido, vainillina, acido
4-hidroxibenzoico, acido vanilico, acido p-cumarico y acido ferulico), junto con 50 g/L de cada
uno de los azlcares (glucosa, fructosa y sacarosa). Al tratarse de una mezcla mds compleja,
constituida por mas compuestos y concentraciones superiores, esta mezcla se utilizd también

para optimizar el tiempo de agitacion y la relacidn disolvente: muestra.

4.1.3.1. Efecto del tiempo de agitacion

En este apartado, se estudia el efecto del tiempo de agitacion en la extraccion de la mezcla IF-
AZ empleando CPME como disolvente. Los resultados obtenidos en la eficiencia de extraccién
del CPME en funcién del tiempo de agitacidn (5, 10,15, 30, 45 min), utilizando una relacion D:M
igual a 1 y temperatura de agitacion de 25 °C, se muestran en la Figura 4.7 y en la Tabla A.7,

disponible en el Anexo.
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Figura 4.7. Eficiencia de extraccidn del CPME en la mezcla sintética IF-AZ a diferentes tiempos de agitacidn
(5, 10, 15, 30, 45 min). Condiciones experimentales: relacién muestra: disolvente=1; t agitacion=
5,10, 15, 30 y 45 min; T= 25 °C; separacion de fases: reposo durante la noche.

Como se puede observar en la Figura 4.7, para todos los compuestos estudiados (compuestos
fendlicos, furanos y azucares) la eficiencia de extraccion aumenta durante los primeros 30 min,
manteniéndose practicamente constante, o disminuyendo ligeramente, al aumentar el tiempo
de agitacion. Esto puede deberse a que, a los 30 min de extraccidn, se haya alcanzado el
equilibrio, pues de acuerdo con la segunda ley de difusion de Fick, la transferencia de materia
del soluto de la fase acuosa al disolvente sélo se produce hasta que el sistema alcanza el

equilibrio [264]. Por otro lado, cuando la extraccion supera los 30 min, se empieza a observar
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una disminucién en la eficiencia de extraccién, lo cual puede atribuirse a que, por la naturaliza
de los compuestos estudiados, se esté produciendo su degradacién por influencia de la luz o del
aire [265-267]. Anteriormente, Cainadas et al. [163] han reportado comportamientos similares
en la extraccidon de compuestos fenélicos derivados de la vainilla utilizando CPME, observando
un maximo de eficiencia de extraccién de vainillina y dcido vanilico a 30 min de extraccion, y
disminuyendo ligeramente cuando se realiza la extraccidon a tiempos superiores. Llano et al.
[268] en el estudio de la extraccion liquido-liquido de corrientes ricas en compuestos fendlicos
generadas en el tratamiento de Eucalipto (licor de sulfito), utilizando para ello disolventes
tradicionales (cloroformo y dietiléter) y tiempos de extracciéon entre 10 y 390 min, también
encontraron que el equilibrio de extraccidon se alcanza en los primeros minutos, siendo
suficientes 30 min para llevar a cabo la extraccion. Por otro lado, en el estudio de Sas et al. [269]
sobre la extraccion de o-cresol con el liquido idnico bis(fluorosulfonil)amida de 1-etil-
metilimidazol, [C;mim]FSI, se reporté que una vez alcanzado el equilibrio, la influencia del
tiempo de agitacidon es pequefia y el porcentaje de eficiencia de extraccion permanece

practicamente constante.

De cara a evaluar al efecto de la estructura quimica de los inhibidores en la extraccién, los
compuestos de interés se dividen en varias categorias: furanos (FF y SHMF), fenoles simples (FE,
GUA, SIR), aldehidos fendlicos (4HBAId, VAN) y acidos fendlicos (AV, ApC y AF). Al comparar la
eficiencia de extraccién entre estas categorias, se observa la siguiente tendencia general: los
compuestos fendlicos simples muestran una mayor eficiencia de extraccién en comparacioén con
los acidos fendlicos, seguidos por los aldehidos fendlicos y los furanos. En resumen, se observa
que las estructuras quimicas mas sencillas, como los compuestos fendlicos simples, muestran

mejores eficiencias de extraccion.

Si nos fijamos en la extraccidn de los furanos a 30 min, se puede observar que la eficiencia de
extraccién del furfural (EErr= 83,2%) es muy superior a la alcanzada con el 5-hidroximetilfurfural
(EEsume = 27,8%). A pesar de la similitud estructural entre el FF y SHMF, ambos con un anillo
furano y un grupo formilo, podria esperarse una compatibilidad similar con el disolvente. Sin
embargo, la presencia de del grupo hidroximetilo en el 5SHMF le confiere un comportamiento
aceptor y donante de enlace de hidrégeno mas fuerte, lo que dificulta su extraccién de medios
acuosos en comparacién con el FF [270]. En el caso de los compuestos fendlicos simples, una
vez alcanzado el equilibrio, los tres compuestos (FE, GUA, y SIR) alcanzan una eficiencia de
extraccion cercana al 100% (EE e = 99,8%; EE cua=99,7%; EE 5r=99,8%). En la extraccion de los

aldehidos fendlicos, la eficiencia de extraccidn obtenida en el equilibrio fue VAN > 4HBald (EE
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van = 97,4%; EE anpaig = 95,0%). La molécula vainillina, con un grupo funcional metoxilo, es mas
hidréfoba y su extraccidén es mas favorable en comparacidon con el 4-hidroxibenzaldehido.
Ademas el grupo funcional metoxilo en la vainillina le otorga un caracter mds apolar, lo que
podria estar facilitando su extraccién [162]. Por ultimo, para los tres acidos fendlicos se obtiene
una eficiencia de extraccion similar al alcanzar el equilibrio (EE asns = 97,0%; EE av=97,5%; EE apc
=97,2%; EE Ar =98,0%). Resultados similares han sido reportados por Cafiadas et al. [176] en
estudio de la extraccidn de acidos fendlicos con CPME en relacidn disolvente: muestraigual a 1,
a temperatura ambiente y durante 30 min de agitacion, donde se obtuvieron eficiencias de

extraccién superior al 96%.

En cuanto a la selectividad en la extraccidon de la mezcla IF-AZ, se observa que el CPME es un
buen disolvente para la extraccidn selectiva de inhibidores y aztcares. Para la mezcla sintética
IF-AZ, el CPME mantiene una alta selectividad, logrando una eficiencia de extraccion superior al
95% para los compuestos fendélicos con 30 min de extraccién, mientras que para los furanos FF
y SHMF alcanza una eficiencia de extracciéon de 83 y 28%, respectivamente. Sin embargo, la
extraccién de los azucares de la disolucién no superd el 8%. En resumen, el biodisolvente CPME
resulta adecuado para la extraccion selectiva de inhibidores de la fermentacién en presencia de

azucares, alcanzando un equilibrio en la extraccion a los 30 min.

4.1.3.2. Efecto de la relacion disolvente: muestra

Una vez establecido el tiempo 6ptimo de extraccién de la mezcla sintética de inhibidores y
azucares, IF-AZ, fijado en 30 min, se estudio el efecto de la relacion disolvente: muestra, con el
fin de evaluar la cantidad 6ptima de disolvente necesario para llevar a cabo la extraccién. En
concreto, se analizd el efecto de la relaciéon disolvente: muestra (0,1; 0,5; 1; 1,5) en la extraccion
de la mezcla IF-AZ, durante 30 min de agitacién a 25 °C, empleando CPME: los resultados se

presentan en la Figura 4.8 y Tabla A.8, disponible en el Anexo.
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Figura 4.8. Eficiencia de extraccion del CPME en la mezcla sintética IF-AZ con diferentes relaciones
muestra: disolvente (0,1; 0,5; 1; 1,5). Condiciones experimentales: t agitacion= 30 min; T= 25 °C;
separacién de fases: reposo durante la noche.

Como puede observarse en la Figura 4.8, al aumentar la cantidad de disolvente utilizado en la
extraccion se observa un notable aumento en la eficiencia de extraccion hasta alcanzar la
relacion disolvente: muestra igual a 1 para todos los inhibidores estudiados (furanos vy
compuestos fendlicos). Resultados similares han sido reportador por Cafiadas et al. [176] en la
extraccion de acidos fendlicos con CPME, donde se estudio el efecto de la relacion D:M (0,25;
0,5; 1), encontrando un maximo de eficiencia de extraccién con la relacién muestra disolvente
igual a 1. En relaciones D:M inferiores a uno, la disponibilidad del disolvente disminuye al quedar
dispersa en un mayor volumen de fase acuosa, dificultando la extraccion [68,70]. Sin embargo,
con una relacién disolvente: muestra de 1,5, donde la cantidad de disolvente es mayor que la
de muestra, se puede observar un aumento en la eficiencia de extraccion para el FF y 5SHMF,
probablemente debido a la no saturacién del disolvente para extraer estos compuestos. Sin
embargo, en la extraccion de compuestos fendlicos se produce un ligero descenso en la
eficiencia de extraccidon al aumentar el volumen de disolvente utilizado, menos para 4-

hidroxibenzaldehido y acido p-cumadrico, donde se mantiene practicamente constante.

En cuanto a la extracciéon de azucares, se puede observar la misma tendencia para los tres
azucares estudiados, donde la eficiencia de extraccién disminuye al aumentar la cantidad de

disolvente utilizado.

Tras evaluar estos resultados, se puede concluir que los mejores resultados en términos de
eficiencia, selectividad y consumo de disolvente se obtienen con la relacién disolvente: muestra

igual a 1.
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4.1.3.3. Analisis termodinamico mediante el método COSMO-RS

La interaccidn de los compuestos de interés (furfural, 5-hidroximetilfurfural, fenol, guayacol,
siringol, 4-hidroxibenzaldehido, vainillina, acido 4-hidroxibenzoico, acido vanilico, acido p-
cumadrico y acido ferulico) con el disolvente CPME ha sido estudiada mediante calculos COSMO-
RS. En la Figura 4.9 (A) se muestran la energia de Gibbs y la entalpia de exceso y la Figura 4.9
(B) las distintas contribuciones a la entalpia (fuerzas de Van der Waals, fuerzas electrostaticas,

y enlace de hidrégeno), para las mezclas equimolares formadas por los diferentes inhibidores y

el CPME.
0.5
i — A ——n
0.0 \ LB == ol
. l . - ™ —
= L]
£ | -
~-0.5 1 -
©
(8]
x
w
0-1.04 L ]
“JI —
1.5 -
- I+
—n—GE
’20 T T T T T T T T T T T T T T

3 a Y\\J\? < 6\3?‘ 5\?‘&)\65‘6 \”,\\‘\ Pbx\?’ N P-QO N 0\9 (_QL\) %?‘0

(A) Energias de exceso

0.0 f— — =— ——
—-0.5 [
[e]
E ]
®
Q
° L
=10+ .
N L
199 LI+ (vaw) |
L T IHE (EH)
[ JHE(FE)
‘20 T T T T T T T T T T T T T T

C € b o g0® B R g @ gC

(B) Contribuciones entalpicas

Figura 4.9. (A) Energia de Gibbs y entalpia de exceso y (B) contribuciones de a la entalpia de exceso (VdW,
EH, FE), para la mezcla equimolar soluto/CPME.
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Como puede observarse en la Figura 4.9 (A), en todos los sistemas estudiados, la contribucion
de la entalpia gobierna el proceso, al ser mas negativa que la energia libre de Gibbs. Por otro
lado, las mezclas mas favorables son las de compuestos fendlicos/CPME, ya que tanto la energia
de Gibbs como la entalpia de exceso son negativas, a excepcion de la interaccién con SIR y VAN,
donde la energia de Gibbs es positiva pero cercana al cero. En el caso de los furanos y los
azucares la energia libre de Gibbs es positiva, lo que explica la menor eficiencia de extraccion de
este disolvente con estos compuestos. Estos datos concuerdan con los resultados
experimentales, donde la eficiencia de extraccidén de los compuestos fendlicos fue mayor que

para el resto de los compuestos estudiados.

Por otro lado, como se observa en la Figura 4.9 (B), los enlaces de hidrégeno gobiernan el
proceso, al tener una contribucion negativa en todos los sistemas estudiados. En el caso de los
furanos, especialmente con el furfural, la interaccidn por enlaces de hidrégeno es muy pequefia,
mostrando una interaccién positiva por fuerzas electroestaticas y de Van der Waals, indicando
que la interaccidn no estd favorecida. Por otro lado, con los compuestos fenélicos, los resultados
muestran una gran interaccién por enlaces de hidrégeno entre éstos y el CPME. Todos los
compuestos fendlicos muestran una contribucién positiva por fuerzas de Van der Waals, menos
el acido vanilico, que muestra una ligera contribucién negativa por este tipo de interaccién. Por
ultimo, como puede observarse, la interaccién entre los azucares y el CPME también estd
gobernada por los enlaces de hidrégeno, pero con una significativa contribucién negativa de
fuerzas de Van der Waals. En el caso de la fructosa y la sacarosa, muestran una contribucién
positiva por fuerzas electroestaticas, lo que explica la baja interaccion de estos compuestos con

el disolvente.

En general los cdlculos COSMO-RS concuerdan con las tendencias experimentales, donde la
interaccion con los compuestos fendlicos es favorable, obteniéndose alta eficiencia de
extraccién. Sin embargo, la interacciéon con los azlcares no estd favorecida, habiéndose
obtenido valores de energia de Gibbs positivos, y valores de entalpia generalmente menos
negativos, lo que significa que el CPME tiene mayor afinidad por los compuestos fenélicos. Estos
resultados explican la alta selectividad obtenida con el CPME para extraer inhibidores de la

fermentacion en corrientes ricas en azucares.

119



Blanca Sdenz de Miera Aparicio

4.1.4. Recuperacion de disolvente

Por ultimo, una vez optimizada la extraccidn de inhibidores de la fermentacion en la mezcla
sintética IF-AZ con el biodisolvente CPME, se ha llevado a cabo el estudio de recuperacién del
disolvente en tres ciclos de extraccidén consecutivos. Para ello, se utilizé un rotavapor para la
separacion eficiente del disolvente y los compuestos extraidos, ya que es reconocido por ser un
método eficaz para separar compuestos fendlicos de disolventes con cierta volatilidad
[271,272]. Las tres extracciones se han llevado a cabo utilizando las condiciones previamente

optimizadas: relaciéon D:M igual a 1, tiempo de extraccién de 30 min y temperatura de 25 °C.

Enla Figura4.10y Tabla A.9 (disponible en el Anexo, como informacién suplementaria) se puede
observar la eficiencia de extraccidn tras cada ciclo de recuperacién de disolvente. El ciclo 1
corresponde a la extraccién con disolvente fresco, mientras que los ciclos 2 y 3 representan la

extraccién con el disolvente recuperado.

Aunque la recuperacién del disolvente mediante el uso de rotavapor es bastante satisfactoria,
logrando recuperar gran parte del disolvente introducido, siempre hay una pérdida de
disolvente entre ciclos debido al volumen perdido durante la separacién de las fases y el propio
proceso de evaporacién/condensacién. Por este motivo, para mantener constantes los
volumenes utilizados y compensar las pérdidas durante de la recuperacion, se realizo el primer

ciclo por triplicado, el segundo por duplicado y el tercero solo una vez.
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Figura 4.10. Estudio de la recuperacién del disolvente en tres ciclos para la mezcla sintética IF-AZ
utilizando CPME como disolvente. Condiciones experimentales: relacion D:M = 1; t agitacion= 30
min; T= 25 °C; separacion de fases: reposo durante la noche.
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Como puede observarse en la Figura 4.10, de manera general, el CPME pierde un poco de
eficiencia de extraccion tras cada ciclo. En la extraccion de los furanos se encontré una
disminucién en la eficiencia entre el ciclo 1 y 3 de 5-7% para el FF y 5HFM, respectivamente. En
la extraccion de los compuestos fendlicos, la disminucidén en la eficiencia entre el ciclo 1y 3
difiere en funcidn de cada categoria. En el caso de los fenoles simples, se encuentra una caida
en la eficiencia de extraccidon de un 2,9 y 2,4% para el fenol y el guayacol, respectivamente. Sin
embargo, la eficiencia de extraccién del siringol disminuye un 12,8%. El descenso en la eficiencia
de extraccién de los aldehidos fendlicos fue de 1,0 y 2,6% para el 4HBald y VAN,
respectivamente. Los acidos fendlicos muestran comportamientos diferentes segtin familias. En
el caso de los acidos hidroxicinamicos, la extraccién apenas varia en tras los ciclos de
recuperacion (0,3% de diminucion de la eficiencia para ApC y AF). Sin embargo, con los acidos
hidroxibenzoicos se observa un descenso mas evidente, disminuyendo en un 5,2 y 6,3% para el
A4HB y AV, respectivamente. Por el contrario, en la extraccion de los azlcares se observd un

ligero aumento de entre 1,6 y 7,0% en su eficiencia de extraccién.

En lineas generales, la recuperacion y la reutilizacién del CPME puede llevarse a cabo para
mejorar las condiciones de sostenibilidad del proceso, manteniendo la alta eficacia para la
extraccién de inhibidores de la fermentacién. Sin embargo, se requieren mas estudios

experimentales sobre este punto para mejorar los rendimientos tras la recuperacién.
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4.2. Extraccion de antioxidantes a partir de residuo

solido de naranja

En este apartado se presentan y discuten los resultados obtenidos en la extraccidn sélido-liquido
empleada para la recuperaciéon de compuestos fendlicos antioxidantes del residuo sélido de

naranja (RSN). Para ello, se han utilizado distintos disolventes y técnicas de extraccidn asistida.

Primero, se ha estudiado la recuperacion de los compuestos fendlicos utilizando disolventes
convencionales (H.0, 80% EtOH y EA) con el objetivo de determinar los limites operacionales y
optimizar las técnicas de extraccion asistida (bafio de ultrasonidos, sonda de ultrasonidos y
microondas). A continuacion, se estudia la extraccion con distintos disolventes sostenibles, en
concreto, DE hidrdfilos y biodisolventes, asi como el rendimiento de estos disolventes utilizando
las técnicas de extraccidn asistida. En la extraccidon con DE hidrdfilos se ha evaluado la influencia
de diferentes HBA (cloruro de colina, betaina y prolina), junto con diferentes polialcoholes como
HBD (1,2-butanodiol; 1,3-butanodiol, 1,2-propanodiol y glicerol). A partir de estos ensayos, se
ha seleccionado el DE hidréfilo que ofrece mejores resultados en la extraccion de compuestos
fendlicos, para posteriormente emplearlo en la extraccién asistida utilizando microondas y

sonda de ultrasonidos.

En el caso de la extraccidn utilizando biodisolventes (2MeTHF, CPME, EL, DMI, CYR y GVL), se ha
cuantificado tanto la extraccion de los compuestos fendlicos de interés como la de los azucares
mayoritarios presentes en el RSN, con el objetivo de evaluar la selectividad de estos
biodisolventes. Adicionalmente, se ha empleado COSMO-RS para una mayor comprensién de
las interacciones entre los compuestos de interés y los biodisolventes. Una vez identificados los
biodisolventes mds adecuados, en términos de eficiencia y selectividad, se propone una
recuperacion en cascada de los compuestos de interés: primero, la extraccidon de antioxidantes

y luego, la de azlcares, con el objetivo de realizar una valorizacién completa del RSN.

4.2.1. Extraccion solido-liquido empleando disolventes

convencionales

La extraccion de antioxidantes fendlicos (flavonoides y 4cidos fendlicos) del RSN se ha estudiado
mediante el empleo de disolventes convencionales: agua desionizada (H>0), una disolucién 20%
(v/v) de agua en etanol (80% EtOH) y acetato de etilo (EA). El agua fue seleccionada como

disolvente de referencia en las extracciones. La composicién de la mezcla agua/etanol se
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seleccion6 a partir de los resultados previos obtenidos por Li et al. [273], quienes analizaron el
efecto del uso de distintas concentraciones de etanol (desde agua pura hasta 95% de etanol)
en la extraccion de antioxidantes de la piel de citricos. En este estudio encontraron que la
eficiencia de extraccidn mejoré con el aumento de la concentracidn de etanol hasta el 80%, por
lo que este porcentaje fue la composicion elegida para estos ensayos. Por otro lado, se escogio
el acetato de etilo (EA) como disolvente organico no polar, con el objetivo de estudiar el efecto

de la polaridad del disolvente en la eficiencia de extraccion.

Ademas, se ha optimizado la extraccidn utilizando estos disolventes con un agitador orbital
como método convencional, y se ha comparado con distintas técnicas de extraccidn asistida

(bafio de ultrasonidos, sonda de ultrasonidos y por microondas).

4.2.1.1. Extraccion con agitador orbital

En primer lugar, se evalué la extraccidon de los compuestos de interés del RSN utilizando el
agitador orbital como técnica convencional de referencia y estudiando el efecto de la
temperatura en el proceso. Los ensayos de extraccién se realizaron a 30y 60 °C, fijando el tiempo
de extraccion en 60 min. Tras la extraccion las muestras son centrifugadas a 4200 rpm durante
10 min para favorecer la separacion de fases. No se estudiaron temperaturas superiores a 60 °C
para evitar una posible degradacién térmica de los compuestos fendlicos, ya que el tiempo de
extraccién es bastante extenso. Los resultados de los analisis por TPC, TFC y HPLC de los
extractos obtenidos para los tres disolventes evaluados se muestran en la Figura 4.11. y Tabla

A.10, disponible en el Anexo.
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Figura 4.11. Efecto de la temperatura en la extraccion de compuestos fendlicos de RSN utilizando agitador
orbital: (A) contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) y contenido de flavonoides totales
(TFC) y (B) cuantificacion por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones
experimentales: relacion D:M= 10; t extraccién= 60 min; T extraccién=30y 60 °C; t centrifugacion
(4200 rpm) = 10 min.
Como puede observarse en la Figura 4.11 (A), en general, el TPC y TFC aumentan con la
temperatura, excepto en el caso del agua, cuyos valores de TFC son similares a ambas
temperaturas. Estos resultados sugieren que una temperatura mas alta mejora la extraccién de
compuestos fendlicos utilizando el agitador orbital. El efecto positivo de la temperatura en la
extraccién, concretamente utilizando 80% EtOH y acetato de etilo (EA) como disolventes, podria
deberse a la reduccion de la tension superficial y la viscosidad del disolvente con la temperatura,
lo que favorece la solubilidad y aumenta la difusién de los compuestos fendlicos al promover el
contacto entre el soluto y el disolvente [274,275]. Ademas, al aumentar la temperatura se
reducen las fuerzas intermoleculares, como los enlaces de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals
y las interacciones dipolo-dipolo, lo que facilita la desorcién de los compuestos extraibles al
disminuirse la energia de activacién requerida [276]. Este efecto fue observado especialmente
cuando se utilizo la disolucién al 80% de EtOH, donde el TPC aumentd de 3,9 a 6,8 mg GAE/g
RSN, el TFCaumenté de 8,8 a 12,5 mg QE/g RSN, y los compuestos fendlicos totales cuantificados

por HPLC aumentaron de 5 a 29 mg PC/g RSN al incrementar la temperatura de 30 a 60 °C.

Por otra parte, comparando la Figura 4.11 (A) y (B), se observa que los andlisis por TFC y HPLC
muestran una tendencia similar, lo que podria estar relacionado con el hecho de que el principal
compuesto identificado por HPLC fue la hesperidina (HESP). Estudios previos han demostrado el
aumento en la extraccién de hesperidina del RSN al aumentar la temperatura de extraccion
[277,278]. La hesperidina es un flavonoide, por lo que la medida espectrofotométrica de TFC

(contenido total de flavonoides) es mas precisa. En relacién con los valores de TPC, los valores
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obtenidos con el agua no concuerdan con los resultados de HPLC y TFC, lo que podria atribuirse
a la baja selectividad de este disolvente. El agua podria estar favoreciendo la extraccién de otros
compuestos presentes en el RSN como los azucares, hidratos de carbono de cadena corta, o el
acido ascérbico [279], que son compuestos que interfieren en el método Folin-Ciocalteu debido
a su capacidad reductora [67,280]. La menor selectividad del agua se confirma por el andlisis
mediante HPLC (Tabla A.10), ya que en la extraccidn con agua es notable la presencia de acido
galico (AG), catequina (CAT) y acido ferulico (AF), lo que no ocurre con el resto de los disolventes.
El porcentaje de HESP en el extracto acuoso representa cerca del 84% de los compuestos
fendlicos identificados, mientras que con 80% EtOH se alcanzé un 99% de HESP y con EA un
100% (unico compuesto identificado). Ademas, es importante sefialar que en ningln analisis se

identificé quercetina (QUER).

Respecto a la eficiencia de extraccion de los distintos disolventes utilizados, la mejor eficiencia
de extraccidn se consiguid utilizando 80% EtOH a 60 °C. Estos resultados coinciden con los
publicados por Li et al. [273], quienes compararon la capacidad de extraccidon del agua pura y
del 80% EtOH para extraer compuestos fendlicos de residuos sélidos de citricos. El uso de etanol
aumenta la capacidad de extraccion porque la solubilidad de los compuestos de interés es mayor
en etanol que en agua, mientras que la presencia de agua mejora la desorcién de los solutos
desde la matriz [281]. Por el contrario, los resultados mas bajos de eficiencia de extraccién se
obtuvieron utilizando EA como disolvente, donde solo se identificd HESP en los analisis por HPLC.
Los analisis por HPLC revelan que la presencia de flavonoides y acidos fendlicos es limitada en el
extracto de EA cuando se compara con los extractos de agua y 80% EtOH, ya que se obtuvieron
entre 8,7-9,4 y 5,3-27,8 mg CF/ g RSN para agua y 80% EtOH, respectivamente; mientras que
para EA se obtuvieron 0,1-0,3 mg CF/ g RSN. Estos resultados estan de acuerdo con los
publicados por Safdar et al. [281], quienes compararon la capacidad de 80% EtOH y EA para
extraer compuestos fendlicos de Citrus reticulate L., obteniendo 25 mg GAE / g con 80% EtOH y
9 mg GAE/g con EA, respectivamente. Esto podria explicarse debido al caracter hidréfobo del
acetato de etilo, cuya capacidad para introducirse en la pared celular es menor que la de los
disolventes hidréfilos. Esto concuerda con los resultados publicados anteriormente por Hegazy
et al. [282], quienes encontraron una gran correlacién entre la capacidad de extraccion de
compuestos antioxidantes de cdscara de naranja con la polaridad de los disolventes empleados,
concluyendo que disolventes apolares, como el hexano o acetato de etilo, tienen una menor

eficiencia de extraccién que disolventes polares, como metanol o etanol.
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Una vez analizado el efecto de la temperatura y teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se
fij6 la temperatura en 60 °C para evaluar el efecto de distintos tiempos de agitacion en la
extraccién: 30, 60, 90 min. Los resultados de los andlisis del extracto por TPC, TFC y HPLC
obtenidos para los tres disolventes evaluados a distintos tiempos de extracciéon se muestran en

la Figura 4.12 y Tabla A.10, disponible en el Anexo.
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Figura 4.12. Efecto del tiempo de extraccidon de compuestos fendlicos de RSN utilizando agitador orbital:
(A) contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) y contenido de flavonoides totales (TFC) y
(B) cuantificacion por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones experimentales:
relacion D:M= 10; t extraccidn= 30, 60 y 90 min; T extraccidén= 60 °C; t centrifugacion (4200 rpm)
=10 min.

Los resultados obtenidos (Figura 4.12) muestran poca influencia del tiempo de extraccién sobre
la eficiencia de extraccidn de los compuestos fendlicos, lo que sugiere que 30 min deberian ser
suficientes para alcanzar el equilibrio utilizando estos disolventes. Una conclusién similar fue
obtenida por Vergara-Salinas et al. [283], quienes no encontraron ninguna influencia en el
tiempo de extraccion entre 5 y 30 min al extraer compuestos fendlicos de muestras de tomillo
utilizando agua como disolvente. También, Silva et al. [284], en el estudio de extraccion de
compuestos fendlicos de la hoja de arbol Inga Edulis utilizando etanol como disolvente,
concluyeron que el aumento del tiempo de extraccion no es necesario para obtener mas
compuestos fendlicos una vez alcanzado el equilibrio, ya que no hay mas transferencia de
materia al estar limitado por la segunda ley de difusion de Fick. Por otro lado, la disminucién de
la eficiencia de extraccion de los compuesto fendlicos en las extracciones de 90 min utilizando
agua y 80% EtOH podria atribuirse a la degradacién de algunos compuestos fendlicos por la

exposicién prolongada al aire o la luz [285-287].

Los resultados obtenidos en el estudio del efecto del tiempo de extraccién concuerdan con las

conclusiones obtenidas en el estudio de la temperatura, confirmando que la mezcla 80% EtOH
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es el disolvente con mayor capacidad de extraccion (27,8-35,2 mg CF/g RSN), seguido del agua

(8,8-9,5 mg CF/g RSN) y el EA (0,3-0,4 mg CF/g RSN), como muestran los resultados del HPLC.

En resumen, dado que los tiempos de extraccion mas largos no promueven una mayor
recuperacion de compuestos fenélicos del RSN utilizando la agitacién orbital, se podria concluir
gue las mejores condiciones operativas para esta técnica son 60 °C y 30 min, evitando la
exposicion prolongada de los compuestos fendlicos para prevenir una posible degradacidén y

ahorrando costes al reducir el tiempo de extraccion.

4.2.1.2. Extraccion asistida por ultrasonidos

Con el objetivo de estudiar la extraccion asistida por bafio de ultrasonidos (EABU), se han
utilizado las condiciones establecidas previamente con el agitador orbital de 60 °C y 30 min,
después las muestras se centrifugan a 4200 rpm durante 10 min para favorecer la separacién de
fases. En la Figura 4.13 se muestra la comparacidn en la extracciéon de compuestos antioxidantes

utilizando agitador orbital y bafio de ultrasonidos bajo estas condiciones.
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Figura 4.13. Comparacion de la extraccion utilizando agitador orbital (EAO) y bafo de ultrasonidos (EABU):
(A) contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) y contenido de flavonoides totales (TFC) y
(B) cuantificacion por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones experimentales:
relacion D:M= 10; t extraccién= 30 min; T extraccion= 60 °C; t centrifugacion (4200 rpm) = 10
min.

Como puede observarse en la Figura 4.13 (A), contrario a los resultados esperados, el bafio de

ultrasonidos no mejora el proceso de extraccién. De hecho, los valores de TPCy TFC disminuyen

cuando se utiliza el bafio de ultrasonidos con los tres disolventes estudiados. Por otro lado, los

resultados obtenidos por HPLC, mostrados en la Figura 4.13 (B) y en la Tabla A.11 (disponible

en el Anexo), revelan un pequefio aumento de compuestos fendlicos en la extraccién utilizando
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agua como disolvente (9,3 a 10,7 mg CF / g RSN), pero también una disminucidn significativa de
compuestos fendlicos en el extracto de 80% EtOH (35,2 a 17,4 mg CF / g RSN) y en el extracto
de EA (0,4 a 0,3 mg CF/gRSN). Al igual que en la extraccién con el agitador orbital, en los analisis
de HPLC se detectd hesperidina como compuesto mayoritario en comparacion el resto de los

compuestos fendlicos identificados (Tabla A.11).

Los ultrasonidos se aplican para intensificar la extraccién al aumentar el nimero de burbujas de
cavitacion, las cuales provocan la ruptura de la pared celular, reduciendo el tamario de particula
y mejorando la transferencia de materia [84,288]. Sin embargo, en este caso, el bafo de
ultrasonidos no mejoré los resultados de la extraccion convencional llevada a cabo mediante la
agitacién orbital. Esto podria deberse al hecho de que este bafio sélo permite controlar la
temperatura, y no otros pardmetros como la frecuencia, la potencia o la distancia de la muestra
a la superficie de irradiacidn, que se sabe que también afectan al proceso de intensificacion
[289]. Ademas, el rendimiento del equipo también podria verse influido por la orientacién de la

muestra, el volumen de sonicacién y la pureza del agua utilizada en el bafio [221,290].

Dado que la extracciéon llevada a cabo en el bafio ultrasonidos no resultd tan eficaz como se
esperaba, se probd una sonda de ultrasonidos como alternativa. Con la sonda de ultrasonidos
no hay posibilidad de controlar la temperatura de la extraccién ni de llevar a cabo la extraccion
en un vial cerrado, solo se puede controlar la temperatura final de la muestra con un
termémetro. Tras algunos ensayos preliminares, la potencia se fijé en 10 W, ya que valores de

potencia superiores provocaban la evaporacién del disolvente.

Una vez fijada la potencia en 10 W, se evalud el efecto del tiempo de extraccién (1,5; 3 y 6 min).
Con 10 W y sin superar los 6 min, la temperatura final de la muestra no superd los 60 °C. Los
resultados de los andlisis por TPC, TFC y HPLC del extracto obtenidos para los tres disolventes
evaluados a distintos tiempos de extraccién utilizando la sonda de ultrasonidos se pueden

observar en la Figura 4.14 y en la Tabla A.12 (disponible en el Anexo).
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Figura 4.14. Efecto del tiempo de extraccién de compuestos fendlicos de RSN utilizando la sonda de
ultrasonidos: (A) contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) y contenido de flavonoides
totales (TFC) y (B) cuantificacion por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones
experimentales: relacion D:M= 10; P= 10 W, t extraccidon= 1,5; 3 y 6 min; T extraccion= 60 °C; t
centrifugacién (4200 rpm) = 10 min.

Como puede observarse en la Figura 4.14 (A), el aumento del tiempo de extraccién utilizando la
sonda de ultrasonidos no produce un aumento en el contenido de TPCy TFC; sin embargo, en la
Figura 4.14 (B) se observa un descenso en la extraccion de compuestos fendlicos cuantificados
por HPLC. Esto puede deberse al calor generado durante el proceso de extraccion con
ultrasonidos o a la oxidacion de la muestra en los viales, lo que puede conducir a un cambio en
la caracteristicas del medio y resultar en la degradacion de los compuestos fendlicos [224]. Tal
disminucién no se observo en los valores de TPCy TFC, ya que el uso de la sonda de ultrasonidos
podria estar facilitando la extraccion de otros compuestos que pueden interferir en las medidas
espectrofotométricas. Por lo tanto, se considera suficiente un tiempo de 1,5 min utilizando la
sonda de ultrasonidos para asegurar un alto rendimiento de extraccion y evitar una posible

degradacion de los compuestos fendlicos.

Con respecto a los disolventes utilizados en la extraccion, una vez mas, la mejor eficiencia de
extraccién se consiguid utilizando 80% EtOH como disolvente. Comparando las figuras Figura
4.14 y Figura 4.12 se observa una tendencia similar, aunque los resultados obtenidos con la
sonda de ultrasonidos son mejores que con el agitador orbital, ademas de reducir
significativamente los tiempos de extraccidén (30-90 min para el agitador orbital frente a 1,5-6
min para la sonda de ultrasonidos). Estos resultados confirman que la extraccidn asistida por
ultrasonidos utilizando una sonda en lugar de un bafio mejora la extraccion de compuestos

fendlicos del RSN. Con la sonda de ultrasonidos se mejora la transferencia de energia al medio
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al no haber barreras en la trayectoria de las ondas de ultrasonido, lo que permite mejorar los

rendimientos de extraccidn a la vez que se reduce el tiempo [221,224].

En resumen, la extraccidn asistida por ultrasonidos es eficaz cuando se utiliza una sonda en lugar
de un bafio, debido al efecto directo de las ondas de ultrasonidos en la muestra. Ademas, la
extraccién con la sonda de ultrasonidos mejora la eficiencia del agitador orbital y permite reducir

el tiempo de extracciéon de 30 a 1,5 min.

4.2.1.3. Extraccion asistida por microondas

Una vez establecidas las mejores condiciones en la extraccidn utilizando la sonda de ultrasonidos
(EASU) (1,5 min; 60 °C), se compara con la extraccién asistida por microondas (EAM) bajo las
mismas condiciones de operacion. Ademds, debido a las caracteristicas del microondas utilizado,
donde se puede fijar la temperatura, pero no la potencia de microondas, este estudio se amplié
a 100 °C. En la Figura 4.15 se muestra la comparacion en la extraccion de compuestos

antioxidantes utilizando la extraccién asistida por sonda de ultrasonidos y por microondas.
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Figura 4.15. Comparacién de la extraccién utilizando sonda de ultrasonidos (EASU) y microondas (EAM):
(A) contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) y contenido de flavonoides totales (TFC) y
(B) cuantificacion por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones experimentales:
relacion D:M= 10; t extraccién= 1,5 min; T extraccién= 60y 100 °C; t centrifugacion (4200 rpm) =
10 min.

Como puede observarse en la Figura 4.15, la extraccién asistida por microondas a 60 °C no
consigue mejorar los resultados obtenidos con la sonda de ultrasonidos. Esto podria deberse a
que la energia de microondas aportada para aumentar la temperatura hasta 60 °C es muy baja,
y por lo tanto el efecto de estas ondas es insignificante. Sin embargo, a partir del analisis por

HPLC (Tabla A.13, disponible en el Anexo), se puede apreciar que cuando la temperatura
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aumenta hasta 100 °C en la extraccién con microondas, la eficiencia de extraccién mejora
considerablemente, pasando de 11,4 a 22,8 mg CF / g RSN con agua, de 22,3 a 43 mg CF / g RSN
usando 80% EtOH y de 0,1 a 0,4 mg CF / g RSN con EA. La mejora de la eficiencia al aumentar la
temperatura a 100 °C puede deberse a que el efecto del microondas es mas relevante, ya que la
temperatura y la potencia del microondas estan interconectadas. Las microondas elevan la
temperatura y la presion dentro de las paredes celulares de las plantas, lo que resulta en un
incremento de la porosidad. Ademas, este proceso conlleva la disminucidon de la tension
superficial y la viscosidad del disolvente. Como resultado, se facilita la desorcion de los
compuestos de la matriz y se mejora la penetracién del disolvente [233,291]. Ademas, la
temperatura juega un papel muy importante en la extraccidn con microondas, ya que los
distintos mecanismos de conversion de energia microondas, como la rotacién dipolo-dipolo y
conduccién idnica, vienen dictados por la temperatura. Inicialmente, el calentamiento esta
dominado por la contribuciéon de la rotacién dipolar y, a medida que aumenta la temperatura,
pasa a estar dominado por la conduccién idnica. La contribucidon relativa de estos dos
mecanismos de calentamiento depende de la movilidad y la concentracién de los iones de la
muestra [229]. Este aumento en la eficiencia de extracciéon es especialmente relevante en la
extraccién de la hesperidina, ya que con agua y 80% EtOH la cantidad extraida se duplica (de 9,8
a 21,9 mg HESP / g RSN con agua y de 22,0 a 42,6 mg HESP / g RSN con EtOH), mientras que con
EA se cuadruplica (de 0,1 a 0,4 mg HESP / g RSN). Este aumento podria atribuirse a la mayor

solubilidad de la hesperidina a temperaturas superiores a 100 °C [292,293].

Considerando los buenos resultados obtenidos en la extraccidn asistida por microondas a 100
°C, este trabajo se completé evaluando el efecto del tiempo extraccién (1,5; 3 y 6 min). Los
resultados de los andlisis de los extractos obtenidos para los tres disolventes evaluados a
distintos tiempos de extraccion utilizando extraccion asistida por microondas se pueden

observar en la Figura 4.16 y en la Tabla A.13, disponible en el Anexo.
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Figura 4.16. Efecto del tiempo de extraccién de compuestos fendlicos de RSN mediante extraccidn asistida
por microondas: (A) contenido de compuestos fendlicos totales (TPC) y contenido de flavonoides
totales (TFC) y (B) cuantificacion por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones
experimentales: relacion D:M= 10; t extraccion= 1,5; 3 y 6 min; T extraccién= 100 °C; t
centrifugacién (4200 rpm) = 10 min.

Como puede observarse en la Figura 4.16, le eficiencia de extraccidn utilizando microondas
aumenta con el tiempo. En concreto, los mejores resultados se alcanzaron con 80% EtOH a 6
min (58,6 CF / g RSN). El disolvente 80% EtOH muestra los mejores resultados en términos de
eficiencia de extraccion para todas las técnicas estudiadas, pero utilizando el microondas se han
obtenido los mejores resultados. Esto puede explicarse por el hecho de que el etanol es
conocido como un buen absorbente de microondas, mejorando la eficiencia del microondas

cuando se utiliza este disolvente [292].

En resumen, en este apartado se evalua la extraccion de compuestos fendlicos a partir de RSN
comparado la extraccion convencional llevada a cabo en un agitador orbital, con las distintas
técnicas de extraccion asistida (bafio de ultrasonidos, sonda de ultrasonidos y microondas). Este
estudio se ha llevado a cabo empleando tres disolventes convencionales (H.0, 80% EtOH y EA).
En concreto, se ha estudiado el efecto de la temperatura y el tiempo en el agitador orbital,
concluyendo que el aumento de la temperatura a 60 °C mejora la eficiencia de extraccién,
mientras que tiempos superiores a 30 min disminuyen los rendimientos, posiblemente debido
a la degradaciéon de los compuestos de interés. En cuanto a la extraccién asistida por
ultrasonidos, se observé que el uso de un bafio de ultrasonidos no mejoraba el rendimiento de
la extraccidn, mientras que el uso de una sonda de ultrasonidos aumenta la eficiencia de la
extraccién. La sonda de ultrasonidos permite transmitir una mayor energia directamente a la
matriz, lo que reduce el tiempo de extraccién de 60 a 1,5 min. Por otro lado, la extraccion asistida

por microondas a 100 °C ha demostrado ser la técnica mas eficaz, ya que el tiempo de extraccion
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se puede reducir de 60 a 6 min, mientras aumenta significativamente la recuperacién de

compuestos fendlicos.

En cuanto al efecto del disolvente utilizado (H.0, 80% EtOH y EA), se ha observado que los
disolventes hidréfobos, como el EA, no son eficaces para la extraccién sélido-liquido de RSN.
Esto se debe a su menor capacidad de penetracién en la matriz y a la menor solubilidad de los
compuestos de interés en este disolvente. En cuanto a los disolventes polares, la extraccion con
agua resultd ser menos selectiva, mientras que la extraccién con 80% EtOH ha sido la mas eficaz,
ya que la solubilidad de los compuestos fendlicos es mayor en etanol, y la adicion de agua

favorece la desorcion de los compuestos objetivo de la matriz.
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4.2.2. Extraccion sdlido-liquido empleando disolventes eutécticos

En este apartado se presentan los resultados obtenidos en la extraccion de compuestos
fendlicos empleando disolventes eutécticos (DE) hidréfilos. En concreto, se han estudiado tres
HBA (cloruro de colina, betaina y prolina), junto con diferentes polialcoholes como HBD (1,2-
butanodiol; 1,3-butanodiol, 1,2-propanodiol y glicerol), con el objetivo de evaluar la influencia
de los constituyentes de los DE en la extraccién. Primero, se llevd a cabo un estudio preliminar
con los distintos DE hidréfilos con el propdsito de analizar la extraccion de compuestos fendlicos.
Este proceso se llevé a cabo mediante el uso de un agitador orbital. A continuacion, se optimizo
la extraccion utilizando técnicas de extraccidn asistida por sonda de ultrasonidos y microondas,
empleando para ello el DE con mejor eficiencia de extraccion de compuestos fendlicos presentes

en el residuo sélido de naranja (RSN).

4.2.2.1. Extraccidén con agitador orbital

Con el objetivo de encontrar el DE mas adecuado para la extracciéon de compuestos fendlicos de
RSN, se llevd a cabo un estudio preliminar con diferentes DE hidrofilicos empleando un agitador
orbital. Este enfoque nos permitid evaluar la eficiencia de extraccion de distintos DE hidrofilos
formados con cloruro de colina, betaina y prolina como HBA y distintos polialcoholes como HBD
(1,2-Butanodiol; 1,3-Butanodiol; 1,2-propanodiol; glicerol). Ademas, se estudié el efecto de la
relacién molar entre HBA y HBD sobre la extraccién. Como es sabido, los distintos componentes
que conforman los DE influyen significativamente en sus propiedades fisicoquimicas, tales como
la polaridad, viscosidad o solubilidad, las cuales inciden en la capacidad de extraer los

compuestos de interés [294].

Todos los DE hidroéfilos se utilizaron con un 30% (v/v) de agua con el objetivo de aumentar la
polaridad del disolvente y al mismo tiempo reducir su viscosidad, facilitando asi su manejo. La
presencia de agua favorece una mayor afinidad por los compuestos polares, mejorando la
solubilidad y la transferencia de materia de la muestra sélida al disolvente [295,296]. No
obstante, hay que tener en cuenta la cantidad de agua afadida a los DE, ya que se ha observado
gue un contenido en agua superior al 40% puede provocar la desestabilizacidn de la estructura
de enlaces de hidrégeno que caracteriza al DE [149,150]. Ademas, un alto contenido en agua
podria resultar perjudicial en la extraccion de los compuestos de interés, puesto que la alta
polaridad del agua puede contribuir a la extraccidn de otros compuestos, disminuyendo asi la

concentracion de compuestos fendlicos en el extracto [139]. Por otro lado, se utilizaron agua
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pura y una disolucion al 70% (v/v) de etanol en agua como disolventes de referencia en todas

las extracciones.

Los ensayos de extraccidn se realizaron a 60 °C y 100 min, empleando una relaciéon D:M igual a
10, después para favorecer la separacion de fases, las muestras se centrifugaron a 4200 rpm 10
min. El tiempo de extracciodn se fijé en 100 min basandonos en estudios reportados por Ozturk
et al. [297], donde se estudid la influencia del tiempo entre 15 y 180 min en la extraccion de
compuestos fendlicos utilizando DE hidréfilos formados con cloruro de colina y glicerol. Los
resultados mostraron que el rendimiento de extraccién aumenta gradualmente hasta 100-120
min, alcanzando un maximo a partir del cual la extraccidn disminuye. Esto puede explicarse por
la segunda ley de difusion de Fick, que establece que una vez alcanzado el equilibrio en la
extraccién ya no se produce mas transferencia de materia [149,298]. El aumento de la
temperatura de extraccion acelera el tiempo necesario para lograr el equilibrio. Sin embargo,
no se consideraron temperaturas superiores a 60 °C para prevenir la posible degradacion
térmica de los compuestos fendlicos. Esto se debe a que el proceso de extraccién ya es
prolongado y temperaturas mas altas podrian resultar en la degradacién de estos compuestos

[299].

Los resultados de los andlisis espectrofotométricos por TPC, TFC y AC y del andlisis
cromatografico por HPLC obtenidos en la extraccion con el agitador orbital utilizando los DE
hidréfilos, a 60 °C y 100 min, se muestran en la Figura 4.17 y en las Tabla A. 14 y Tabla A. 15,

ambas disponibles en el Anexo.
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Figura 4.17. Extraccion de compuestos fendlicos de RSN utilizando disolventes eutécticos mediante

extraccion con agitador orbital: (A) contenido de compuestos fendlicos totales (TPC), contenido
de flavonoides totales (TFC) y capacidad antioxidante (CA) y (B) cuantificacién por HPLC de
flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones experimentales: relacién D:M= 10; t extraccion= 100
min; T extraccidon= 60 °C; t centrifugacion (4200 rpm) = 10 min.

Como puede observarse en la Figura 4.17 (A) los resultados de TFC y TPC son mayores cuando

se utilizan los DE en comparacidn con los disolventes de referencia (agua y 70% EtOH). Estos

resultados coinciden con los reportados en la literatura, donde el empleo de DE formados por

polialcoholes mejora la eficiencia de extraccidn de compuestos fendlicos en comparacién con

disolventes tradicionales. Esto se atribuye al mayor nimero de interacciones electroestaticas y

de enlace de hidrégeno que pueden formar los DE con los compuestos de interés [144,266].

En general, se observaron valores mas elevados de TPC que de TFC, a pesar de que los

flavonoides son los compuestos mayoritarios presentes en el RSN. Esta discrepancia podria
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atribuirse a las posibles interferencias que ciertos componentes de los DE mostraron con los
reactivos utilizados en las técnicas colorimétricas. Dichas interferencias pueden dar lugar a

medidas poco precisas, incluso realizando blancos con el disolvente.

La capacidad antioxidante de los extractos se determiné mediante el ensayo DPPH. Este método
se basa en una reaccion antirradical no competitiva, donde se determina la pérdida de
coloracion debida a la transferencia de atomos de hidrégeno, a la transferencia de un electrén
0 a otros mecanismos [300]. Se observd que el extracto con mayor capacidad antioxidante fue
obtenido con 70% EtOH (0,85 mg TE/ g RSN). De los DE estudiados, Bet:1,2P presentd la mayor
capacidad antioxidante (0,71 mg TE /g RSN).

Comparando las Figura 4.17 (A) y (B), se puede observar que los resultados entre las medidas
espectrofotométricas y cromatograficas siguen las mismas tendencias, excluyendo las
extracciones realizadas con los DE Bet:1,2B (1:3) y (1:4) y Pro:1,2B (1:3) y (1:4). Dado que las
medidas por HPLC son mas fiables, al no estar afectadas por posibles interferencias que alteran
los métodos colorimétricos, se utilizardn para comparar la eficiencia de extracciéon de los

distintos DE estudiados.

En primer lugar, se estudio el efecto de la relacion molar en los DE formados con los distintos
HBA, cloruro de colina, betaina y prolina, utilizando 1,2-Butanodiol como HBD en relacién (1:3)
y (1:4). Como puede observarse en Figura 4.17 (B), al aumentar la cantidad de HBD que
conforma el DE con prolina y betaina, se incrementa la eficiencia de extraccién. Por ejemplo,
cuando se utiliza el DE Pro:1,2B, la extraccion aumenta de 55,5 a 96,9 mg CF / g RSN al aumentar
la relacion molar de (1:3) a (1:4), y de 76,3 a 140,2 mg CF / g RSN con Bet:1,2B. Este
comportamiento podria estar relacionado con la disminucidon de la viscosidad y la tensidn
superficial al incrementar la proporcién de HBD, ya que el 1,2-Butanodiol es liquido a
temperatura ambiente [67]. Sin embargo, al aumentar la relacién molar de (1:3) a (1:4) en el DE
ChCl:1,2B la eficiencia de extraccidn disminuye de 53,3 a 30,3 mg CF / g RSN. Esto puede deberse
a que al reducir la cantidad de cloruro de colina que forma el DE, también se reduce su basicidad

y la facilidad para establecer interacciones con los compuestos de interés [301].

Las propiedades de los DE dependen de los compuestos que lo conforman, lo que resalta la
importancia de encontrar la mezcla adecuada entre HBA y HBD para favorecer la extraccién de
los compuestos deseados [130]. Por lo tanto, en esta Tesis Doctoral, ademas de considerar la
relacién HBA: HBD como factor clave, también se estudio la influencia de |la estructura de cada

uno de los componentes. Para ello, se han comparado aquellos DE con una relacién HBA: HBD
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igual a 1:4. Primero, se estudié el efecto de la posicidn del grupo hidroxilo comparando los DE
basados en cloruro de colina con 1,2-butanodiol y 1,3-butanodiol. Se encontré un aumento 30,3
a 49,2 mg CF / g RSN cuando se utilizé ChCl:1,3B (1:4) en comparacién con ChCl:1,2B (1:4). Esto
podria atribuirse a efectos relacionados con el impedimento estérico, ya que al estar mas
separados los grupos hidroxilos se mejora la extraccion al favorecer las interacciones
intermoleculares disolvente-soluto [266]. Por otro lado, también se estudié el efecto de la
longitud de la cadena del HBD, comparando los DE basados en 1,2-butanodiol y 1,2-propanodiol.
En este caso, los resultados mostraron cierta variabilidad, y el efecto de la longitud de la cadena
no es tan evidente, y varia en funcién del HBA utilizado. En el caso de los DE basados en colina,
se observé un aumento en la extraccion de los compuestos fendlicos, pasando de 30,3 a 49,2
mg CF / g RSN al disminuir la cadena alquilica, mientras que con los DE basados en prolina, se
observo un ligero descenso de 55,5 a 43,7 mg CF / g RSN al cambiar de 1,2-butanodiol y 1,2-
propanodiol. Sin embargo, con betaina, la eficiencia de extraccién con 1,2-propanodiol (48,8 mg
CF / g RSN) fue significativamente menor que con 1,2-butanodiol (140,2 mg CF / g RSN). Cuando
se utiliza betaina como HBA, la extracciéon de compuestos fendlicos se ve favorecida cuando la
cadena alquilica del HBD tiene cuatro carbonos [295,298]. Por otro lado, se estudié el efecto del
numero de grupos hidroxilos presentes en el HBD, comparando la eficiencia de extraccion
utilizando 1,2-propanodiol, que presenta 2 grupos hidroxilos, frente al glicerol, con 3 grupos
hidroxilos. Como se puede observar en la Figura 4.17, la extraccién con glicerol dio lugar a los
resultados mas bajos de todos los HBD estudiados. En términos generales, al aumentar el
numero de grupos -OH, se observa una disminucidn en la extraccion de los compuestos de
interés. El glicerol como HBD aumenta la viscosidad del disolvente, lo que minimiza la
transferencia de materia del RSN al disolvente [266,303]. Resultados similares han sido
reportados por Xu et al. [148], donde se encontré que el DE formado por cloruro de colina y

glicerol no es efectivo para la extraccion de flavonoides del residuo de naranja.

Con respecto al efecto del HBA, se puede observar que, para todos los HBD estudiados, los DE
formados con betaina proporcionan mejores eficiencias de extraccion comparando con los
basados en cloruro de colina y prolina. La betaina es un compuesto zwitteridnico, lo que significa
que posee un grupo funcional cargado positivamente y otro negativamente, lo que le concede
un caracter anfétero [151]. Esto le permite formar agregados similares a micelas y actuar como
como compuesto hidréfilo o hidréfobo dependiente del entorno, asi como experimentar
variaciones de carga en funcién del pH [304]. Estas caracteristicas quimicas hacen que la betaina
sea un compuesto muy versatil en la extraccion de compuestos fendlicos, lo que favorece la

eficiencia de este proceso. En concreto, con el DE Bet:1,2B se alcanzd la mejor eficiencia de
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extraccion de compuestos fendlicos (140,2 mg CF / g RSN). Resultados similares han sido
reportados por Krisanti et al. [242], quienes estudiaron la extraccién de compuestos fendlicos
de granos de café usados utilizando distintos DE formados con betaina y distintos polialcoholes.
En su estudio, obtuvieron los mejores resultados de eficiencia de extraccion utilizando DE

formado a partir de betaina y 1,2-butanodiol.

Finalmente, a través de los andlisis cuantitativos por HPLC también se ha estudiado la
selectividad de los distintos DE para extraer hesperidina. Esta selectividad se ha calculado
considerando el porcentaje de hesperidina en el extracto frente al resto de los compuestos
fendlicos cuantificados. Como puede observarse en la Tabla 4.2, los DE son mas selectivos frente
a la hesperidina que los disolventes tradicionales. El agua resultd ser el disolvente menos
selectivo de los estudiados, extrayendo un 89% de hesperidina, mientras que los DE logran

extraer entre un 93% y un 97% de hesperidina.

Tabla 4.2. Selectividad hacia la hesperidina de los disolventes estudiados.

Disolvente Hesperidina (%)
H20 89,1
70% EtOH 94,2
ChCl:1,2B (1:3) 96,1
ChCl:1,2B (1:4) 93,4
Pro:1,2B (1:3) 96,4
Pro:1,2B (1:4) 97,1
Bet:1,2B (1:3) 96,9
Bet:1,2B (1:4) 97,4
ChCl:1,3B (1:4) 96,1
ChCl:1,2P (1:4) 96,2
Pro:1,2P (1:4) 97,2
Bet:1,2P (1:4) 97,2
ChCl:Gli (1:4) 95,1
Pro:Gli (1:4) 95,3
Bet:Gli (1:4) 96,1

En resumen, los DE formados con cloruro de colina, betaina y prolina como HBA y distintos
polialcoholes como HBD son una buena alternativa para la extraccion de compuestos fendlicos
del RSN, especialmente para obtener extractos ricos en hesperidina, ya que son altamente
selectivos. En concreto, el DE Bet:1,2B (1:4) proporciond los resultados de eficiencia de
extraccidon mas altos, por lo que se selecciond para optimizar la extraccion asistida de

compuestos fendlicos, utilizando sonda de ultrasonidos y microondas.

4.2.2.2. Extraccion asistida por ultrasonidos

En este apartado se presentan los resultados obtenidos en la intensificacién de la extraccion

utilizando la sonda de ultrasonidos. Para ello, se ha utilizado el DE Bet:1,2B (1:4), al ofrecer
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mayor eficiencia de extracciéon con el agitador orbital, y la disolucién de 70% EtOH como
disolvente de referencia. En este caso, se ha estudiado el efecto de distintas condiciones de
operacidn, como la potencia (10, 20 y 50 W) y el tiempo (3, 6, 9 y 12 min). En la Tabla 4.3 se
muestra la temperatura final que alcanzaron los extractos, asi como el estado en el que se
encontraron al finalizar la extraccidn. Como se puede observar, los resultados muestran que la
temperatura aumenta al incrementar tanto la potencia como el tiempo de aplicacién de
ultrasonidos. En las extracciones con 70% EtOH, también se observé que, al aplicar potencias de
20 y 50 W durante tiempos superiores a 9 min, el disolvente se evapora completamente.
Ademas, en la extraccion con Bet:1,2B (1:4), cuando la temperatura aumenta por encima de 100
°C, se produce la gelificacion del extracto, lo que imposibilita su andlisis. Este efecto se observo
a1l0Wy 12 min; 20 Wy 9y 12 min; 50 Wy 6 min, y podria deberse a la co-extraccidn de pectina
[29,305], un compuesto presente en el RSN. Sin embargo, se necesitan mas analisis para
corroborar este fendmeno. Por ultimo, a 50 W y 9 min se quemd la muestra, quedando

totalmente degradado el extracto.

Tabla 4.3. Temperatura final y aspecto de los extractos durante la extraccién asistida por sonda de
ultrasonidos del RSN.

P t T Extracto
(W) (min) (°C)
3 63 Liquido
10 6 69 quu?do
9 73 Liquido
12 75 Liquido
3 70 Liquido
70% EtOH 20 6 70 Liguido
9 - Evaporado
12 - Evaporado
3 71 Liquido
50 6 70 Liquido
9 - Evaporado
12 - Evaporado
3 72 Liquido
10 6 91 quu?do
9 98 Liquido
12 102 Gel
3 98 Liquido
Bet:1,2B (1:4) 20 6 100 Liquido
102 Gel
12 109 Gel
3 100 Liquido
50 6 109 Gel
9 139 Quemado
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En la Figura 4.18 se puede observar el aspecto de las muestras a 50 W en funcién del tiempo, a

3 min (A), el extracto se mantiene liquido; a los 6 min (B), el extracto se gelifica; y a los 9 min (C),

el extracto esta totalmente degradado.

(A) (B) (€)

Figura 4.18. Extracto de RSN con Bet:1,2B (1:4) a 50 W. (A) Tiempo de extraccién 3 min, extracto liquido,

(B) tiempo de extraccidon 6 min, extracto gelificado, (C) tiempo de extraccién 12 min, extracto
quemado.

En la Figura 4.19 y la Tabla A.16 (disponible en el Anexo) se muestran los resultados de la
cuantificacion por HPLC de las extracciones con Bet:1,2B (1:4), en las cuales se obtuvo un

extracto liquido, y con 70% EtOH, utilizado como disolvente de referencia.
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Figura 4.19. Cuantificacion por HPLC de la optimizacion de la extraccion asistida por ultrasonidos
utilizando 70% EtOH y Bet:1,2B (1:4). Condiciones experimentales: relacién D:M= 10; P= 10, 20,
50 W; t extraccidn= 3, 6, 9 min; t centrifugacion (4200 rpm) = 10 min.

Como se observa en la Figura 4.19, el uso de Bet:1,2B (1:4) ofrece mejores resultados en la

extraccién de compuestos fendlicos que la disolucién de etanol al 70%. Con respecto al tiempo
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de extraccion, a 10 W de potencia para 70% EtOH se obtiene un maximo de extraccidn a 6 min,
disminuyendo la eficiencia cuando aumenta el tiempo a 9 min. Sin embargo, cuando se utiliza
Bet:1,2B (1:4), la eficiencia de extraccidn aumenta al aumentar el tiempo. El tiempo de
extraccién esta relacionado con la temperatura final del proceso. En el caso del 70% EtOH, al
tratarse de un disolvente volatil, el aumento de la temperatura de los extractos da lugar a una
mayor evaporacién y, por lo tanto, a una disminucién en el volumen de disolvente disponible
para extraccion. Este efecto no se produce cuando se utiliza Bet:1,2B (1:4), al ser un disolvente
no volatil. Ademads, en este caso, el aumento de la temperatura también resulta en una
reduccion de la viscosidad del DE, lo que mejora la interaccién soluto — disolvente y, en
consecuencia, aumenta la eficiencia de extraccion [149,306]. Como se observa en la figura,
empleando Bet:1,2B (1:4) se logra un incremento en la eficiencia de extraccion desde 90,3 mg

CF /g RSN, a 10 W durante 3 min, hasta 117,9 mg CF / g RSN, a 10 W durante 9 min.

Por otro lado, al aumentar la potencia de ultrasonidos en la extraccidon, se observa un descenso
en la eficiencia cuando se utiliza la disolucién al 70% de etanol como disolvente, de 58,6 mg CF
/gRSNal10Wy3min,a31,7y30,9 mgCF/gRSNa20y50W, respectivamente. Sin embargo,
con el disolvente Bet:1,2B (1:4) se produjo el efecto contrario. En este caso, se obtuvo un
incremento en la eficiencia de extraccidn al aumentar la potencia y mantener fijo el tiempo de
extraccion en 3 min, desde 90,3 mg CF /g RSN a 10 W, a 100,2y 124,5 mg CF / g RSN a 20y 50

W, respectivamente.

En concreto, la extraccidén con Bet:1,2B (1:4) a 20 W de potencia durante 6 min de extraccion
dio lugar a la mejor eficiencia de extraccion de compuestos fendlicos del RSN, utilizando la sonda
de ultrasonidos como técnica de extraccion, alcanzando 131,9 mg CF / g RSN. Si bien la
extraccién asistida por ultrasonidos no mejora la eficiencia de extraccion obtenida utilizando
agitacion orbital a 60 °C durante 100 min (140,2 mg CF / g RSN), si reduce notablemente el

tiempo de extraccion de 100 a 6 min.

4.2.2.3. Extraccion asistida por microondas

A continuacion, se presentan los resultados de la optimizacidon de la extraccion asistida por
microondas usando Bet:1,2B (1:4) y 70% EtOH. En este caso, se ha estudiado el efecto de la
temperatura (60 y 100 °C) y el tiempo (3, 6 y 9 min) en la eficiencia del proceso. La cuantificacién
por HPLC de los resultados obtenidos se muestra en la Figura 4.20 y Tabla A. 17 (disponible en

el Anexo).
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Figura 4.20. Cuantificacidon por HPLC de la optimizacion de la extraccidn asistida por microondas utilizando
70% EtOH y Bet:1,2B (1:4). Condiciones experimentales: relaciéon D:M= 10; t extraccién= 3, 6, 9
min; T= 60, 100 °C; t centrifugacion (4200 rpm) = 10 min.

Los disolventes eutécticos pueden absorber de forma efectiva la energia microondas, lo que los
hace buenos candidatos para su uso en extracciones asistidas [267]. Sin embargo, como se
puede ver en la Figura 4.20, la extraccion con Bet:1,2B (1:4), no mejora los resultados obtenidos
con 70% EtOH utilizado como disolvente de referencia, a excepcién de la extraccién a 100 °Cy 3

min.

La temperatura es uno de los factores que mas influyen en la extraccion asistida por microondas,
por lo que es importante identificar la temperatura dptima para extraer los compuestos de
interés [307]. El aumento de la temperatura de extraccién disminuye la viscosidad y la tensidn
superficial, y también reduce de la interaccidn entre los compuestos de interés y la matriz de la
muestra, lo que favorece la extraccidn. Por otro lado, la viscosidad del disolvente afecta a la
capacidad de rotacién molecular, y por lo tanto, a la capacidad de absorber la radiacidon de
microondas [308]. Por otra parte, las altas temperaturas pueden producir la degradacion
térmica de ciertos compuestos, subrayando la importancia de establecer la temperatura éptima

que equilibre estos efectos [309].

En el estudio del efecto del tiempo y la temperatura en la extraccion asistida por microondas
utilizando Bet:1,2B (1:4) y 70% EtOH (Figura 4.20) se encuentran resultados diferentes en
funcion del disolvente utilizado. Mientras que utilizando 70% EtOH se observa un maximo de
extraccién a 6 min, tanto a 60 °C como a 100 °C, cuando se utiliza Bet:1,2B (1:4) hay dos
comportamientos diferentes en funcion de la temperatura. A 60 °C, la eficiencia de extraccion

aumenta con el tiempo (de 9,1 a 17,0 mg CF / g RSN, en la extraccién de 3 y 9 min,
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respectivamente), pero a 100 °C disminuye la eficiencia al aumentar el tiempo (de 89,0 a 34,3
mg CF / g RS). Esto puede atribuirse a que 100 °C es una temperatura demasiado elevada para
la extraccidon de compuestos fendlicos con el DE, lo que produce la degradacién de la muestra.
Las fotografias mostradas en la Figura 4.21 muestran la apariencia del extracto de RSN con
Bet:1,2B (1:4) a 60 y 100 °C. Como se puede observar, a 100 °C el extracto sufre degradacion y
pasa a tener color marrdn. Aun asi, la cuantificacién de compuestos fenédlicos en los extractos
con Bet:1,2B (1:4) fue mas elevada a 100 °C. Esto podria deberse a que a 60 °C el aporte de

microondas es pequefio, ya que la temperatura se alcanza rapidamente.

Y 7"!

(A) (B)

Figura 4.21. Extracto de RSN con Bet:1,2B (1:4) utilizando extraccidn asistida por microondas. (A) Extracto
a60°Ca 3, 6y9 min (deizquierda a derecha), (B) Extracto a 100 °Ca 3, 6 y 9 min (de izquierda a
derecha).

En resumen, aunque la extraccion asistida por microondas sea una técnica prometedora, su uso
con DE requiere de estudios complementarios. Se necesitan explorar otras temperaturas
intermedias y tiempos de extraccién mas prolongados, ademas de evaluar la estabilidad de los
extractos a altas temperaturas. En relacién con esto ultimo, se ha llevado a cabo un estudio de
la estabilidad del DE Bet:1,2B (1:4) puro mediante un andlisis por espectroscopia infrarroja por
transformada de Furier con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), para obtener informacién
estructural y composicional del DE antes y después de ser sometido a la accidn de microondas y
ultrasonidos. Como se puede observar en la Figura 4.22, los espectros de infrarrojo de las 3
muestras muestran un perfil similar, lo que sugiere que el DE se mantiene estable tras ser
sometido a ultrasonidos y microondas. Esto indica que, en las extracciones con microondas a
100 °C, lo que se degrada en el extracto es alguno de los compuestos presente en el RSN, y no

los compuestos que conforman el DE.
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Figura 4.22. Espectro de infrarrojos del DE Bet:1,2B (1:4): (A) tras someterlo a sonda de ultrasonidos
durante 20 W y 6 min, (B) tras someterlo a microondas a 100 °Cy 6 min, (C) puro.

En resumen, los DE evaluados en este apartado, formados con tres HBA (cloruro de colina,
betainay prolina), junto con diferentes polialcoholes como HBD (1,2-butanodiol; 1,3-butanodiol,
1,2-propanodiol y glicerol), se presentan como una buena alternativa para la valorizacion del
RSN mediante la extraccion de compuestos fendlicos de interés. Los DE estudiados mejoran la
eficiencia de extracciéon de los disolventes tradicionales utilizados como referencia, empleando
la extraccion con agitador orbital a 60 °C durante 100 min. En concreto, el DE Bet:1,2B (1:4) ha
mostrado los valores mas altos en cuanto a la cantidad de compuestos fendlicos recuperados
(140,2 mg CF / g RSN), ademas de exhibir una alta selectividad hacia la hesperidina (97% de los

compuestos fendlicos cuantificados).

Debido al alto rendimiento del disolvente Bet:1,2B (1:4), se ha utilizado para estudiar la
extraccién asistida por ultrasonidos y microondas. En la extraccidn asistida por ultrasonidos, los
resultados obtenidos con este DE mejoran los alcanzado con 70% EtOH, utilizado como
disolvente de referencia; sin embargo, no llegaron a igualar los logrados en la extraccidn con
agitador orbital. Ademas, se encontraron diferentes problemas a la hora de trabajar con esta

técnica, como es la gelificacion del extracto cuando se superan 100 °C de temperatura.

En general, los resultados obtenidos en la extraccion asistida por microondas con Bet:1,2B (1:4)
no mejoran la extraccion utilizando 70% EtOH, excluyendo a 100 °Cy 3 min. Como se ha podido
observar, la temperatura es un factor decisivo en la operacién con microondas; por un lado, a
60 °C la eficiencia de extraccidon fue muy baja, posiblemente porque el tiempo de extraccion
fuera insuficiente, ya que a 60 °C el aporte de microondas es reducido; sin embargo, por otro
lado, a 100 °C se alcanzaron mayores eficiencias de extraccion, pero el extracto obtenido fue de

color marrdn, lo que indica la degradacién de algin compuesto presente en el extracto.

En conclusién, los DE representan una alternativa sostenible y prometedora en la extraccidon de

compuestos fendlicos del RSN. Sin embargo, se necesitan estudios adicionales para comprender
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su comportamiento empleando técnicas de extraccidn asistida, que permitan maximizar su

eficiencia para obtener antioxidantes a partir de matrices naturales.

4.2.3. Extraccion sdlido-liquido empleado biodisolventes

En este apartado se presenta la valorizacién del residuo sélido de naranja (RSN) a través de la
extraccién de compuestos fendlicos de alto valor afiadido y azucares, empleando, en este caso,

distintos biodisolventes (2MeTHF, CPME, EL, DMI, CYR, GVL).

Primero, se han realizado diferentes calculos computacionales utilizando el método COSMO-RS,
con el objetivo de predecir la interaccidn de la hesperidina y la glucosa con los biodisolventes. A
continuacién, se ha estudiado la capacidad de extraccion de los distintos biodisolventes,
utilizando agitacidn orbital como técnica de referencia, asi como la sonda de ultrasonidos vy el
microondas como técnicas de extraccidn asistida. La caracterizacion de los extractos se ha
realizado mediante técnicas colorimétricas como TFC, TPC y AC, junto con distintos analisis
cromatograficos. Se ha empleado HPLC-DAD para la cuantificacion de los principales
compuestos fendlicos y HPLC-RI para la cuantificacion de los principales azucares. Esto permite
evaluar la eficiencia de extraccion y la afinidad de los disolventes por los distintos compuestos

objetivo.

Por ultimo, tras evaluar la distinta afinidad de los biodisolventes por los azlcares y/o los
compuestos fendlicos, se propone una valorizacion completa del RSN a través de una extraccion
en cascada. El primer paso consiste en obtener un extracto rico en compuestos fendlicos con
bajo contenido en azucares. Posteriormente, en una segunda etapa, se busca obtener un

extracto rico en azucares, que sea facilmente valorizable a través de la fermentacion.

4.2.3.1. Barrido de biodisolventes

Primero, se realizaron calculos computacionales con COSMO-RS para predecir la interaccién de
la hesperidina y la glucosa con los distintos biodisolventes objeto de estudio (2MeTHF, CPME,
EL, DMI, CYR, GVL). Se ha elegido la hesperidina al ser el compuesto fendlico mayoritario en el
RSN, y la glucosa como azucar simple presente en la naranja. Los coeficientes de actividad (Iny)
de los sistemas hesperidina-glucosa/biodisolvente a dilucién infinita, junto con los coeficientes
de reparto octanol-agua (Kow) a dilucién infinita de cada biodisolvente se muestran en la Figura

4.23.
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Figura 4.23. Coeficientes de actividad a dilucién infinita (y) de la hesperidina y la glucosa, y coeficiente de
reparto octanol-agua a dilucién infinita (Kow) de los biodisolventes estudiados.

El coeficiente de reparto (Kow) se utiliza cominmente para definir cdmo un compuesto objeto
de estudio se distribuye en dos fases inmiscibles en equilibrio, generalmente utilizando la mezcla
octanol-agua [310]. Con el coeficiente de reparto octanol-agua (Kow) se determina el caracter
hidréfobo o hidréfilo del compuesto analizado [311]. Como puede verse en la Figura 4.23, de los
biodisolventes estudiados, el 2MeTHF y el CPME tienen un comportamiento mas hidréfobo, ya
que sus coeficientes octanol-agua (log Kow) estan por encima 1 [88]. El resto de los disolventes
estudiados son altamente hidréfilos ya que presentan un log Kow menor que 1. Especificamente,

el biodisolvente GVL tiene el log Kow menor, lo que indica una mayor hidrofilicidad [313,314].

Por otra parte, se ha analizado la idoneidad de estos biodisolventes para la extraccion de los
compuestos de interés utilizando el coeficiente de actividad a dilucién infinita como parametro
termodinamico de referencia. Los logaritmos de los coeficientes de actividad (In y) son negativos
para todos los biodisolventes analizados, tanto para la hesperidina como para la glucosa,
excepto para CYR con ambos compuestos objeto de estudio, y para CPME en el caso de la
glucosa. Los logaritmos negativos de los coeficientes de actividad sugieren una interaccidn
favorable entre el compuesto y los biodisolventes [315]. Ademas, la interaccidon entre los
disolventes y la hesperidina parece estar mas favorecida en comparacion con la glucosa, ya que

el coeficiente de actividad de la interaccion hesperidina-disolvente es mas negativo [316].

Después de estudiar la interaccidn de los sistemas hesperidina-glucosa/biodisolventes mediante
calculos computacionales con COSMO-RS, se realizaron ensayos experimentales con el objetivo

de evaluar la capacidad de extraccion de los biodisolventes estudiados (2MeTHF, CPME, EL, DMI,
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CYR, GVL). Para ello, se han realizado extracciones utilizando agitacion orbital, a 60 °Cy 30 min,
como técnica de referencia, asi como extraccién con sonda de ultrasonidos a 10 W durante 6
min y con microondas a 100 °Cy 6 min como técnicas de extraccion asistida. En la Figura 4.24 y
en la Tabla A. 18 y Tabla A. 19, ambas disponibles en el Anexo, se muestran los resultados
obtenidos en la caracterizacion de los extractos mediante técnicas colorimétricas TPC, TFCy AC
y mediante cromatografia, identificando los compuestos fendlicos mayoritarios por HPLC-DAD

y los azucares mayoritarios por HPLC-RI.
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Figura 4.24. Extraccion de RSN utilizando biodisolventes (2MeTHF, CPME, EL, DMI, CYR, GVL) mediante
extraccion con agitador orbital (EAO), extraccién asistida por sonda de ultrasonidos (EASU) y extraccidon
asistida por microondas (EAM). (A) Contenido de compuestos fendlicos totales (TPC), contenido de
flavonoides totales (TFC) y capacidad antioxidante (CA). (B) Cuantificacion de compuestos fendlicos
mediante HPLC-DAD. (C) Cuantificacion de azucares mediante HPLC-RI. Condiciones experimentales:
relacion D:M= 10. EAO: t extraccidon= 30 min; T extraccién= 60 °C, Agitacion: 900 rpm. EASU: t extraccion=
6min; P =10 W. EAM: t extraccién= 6 min; T= 100 °C; t centrifugacion (4200 rpm) = 10 min.
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En relacién con los resultados obtenidos mediante las técnicas colorimétricas TPC, TFC y AC
(Figura 4.24 (A)), se observa que para todos los disolventes se obtienen resultados mayores para
TFC que para TPC, menos con el disolvente CYR. Al trabajar con el biodisolvente CYR se observd
una alta interferencia de éste con los reactivos del método Folin-Ciocalteu, y aunque las medidas
se realizaron con un blanco de disolvente, se evidencia un considerable error, lo que cuestiona
la fiabilidad de los resultados colorimétricos obtenidos para este disolvente. Resultados
similares han sido obtenidos por Silva et al. [208] en la extraccidon de compuestos fendlicos de
residuo de la industria del kiwi, donde debido a los anillos aromaticos presentes en la estructura
del CYR, que producen alta capacidad antioxidante, queda impedida su cuantificacion por

ninguno de los métodos colorimétricos.

Por otro lado, los resultados de TPCy TFC obtenidos con el resto de los disolventes son similares
a los resultados obtenidos en la extraccion con 80% EtOH (apartado 4.2.1.), donde la alta
extraccién de hesperidina resultd en valores de TFC mayores que de TPC, aunque las medidas
por el método Folin-Ciocalteu engloban a todos los compuestos fendlicos presentes en el

extracto y las medidas de TFC cuantifican Unicamente los flavonoides.

Ademas, se ha cuantificado la capacidad antioxidante de los extractos con el método DPPH. En
general, como era de esperar, se puede observar una correlaciéon entre la cantidad de
compuestos cuantificados por el método Folin-Ciocalteu y la capacidad antioxidante [317]. Los
resultados de capacidad antioxidante mas altos se han obtenido con el disolvente GVL (1,9 mg
TE / g RSN en la extraccion con ultrasonidos), lo que corresponde con la mayor cantidad de TFC
cuantificado (29,4 mg QE / g RSN), y que puede ser atribuido a una mayor actividad antirradicales

del extracto obtenido con GVL [209].

Cuando comparamos los resultados obtenidos por técnicas colorimétricas Figura 4.24 (A) y por
HPLC-DAD Figura 4.24 (B), se pude observar que los perfiles no son iguales. Al ser las técnicas
cromatograficas mas fiables, ya que no se ven afectadas por posibles interferencias que alteran
los métodos colorimétricos, se van a utilizar para evaluar la eficiencia de extraccion de los

distintos biodisolventes.

Los resultados obtenidos por HPLC-DAD, donde se cuantifican los principales compuestos
fendlicos presente en los extractos, aparecen recogidos en la Figura 4.24 (B) y Tabla A. 19
(disponible en el Anexo). Como puede observarse, los disolventes hidréfobos, 2MeTHF y CPME,
tienen una capacidad de extraccion significativamente menor en comparacién con el resto de

biodisolventes estudiados. Esto puede relacionarse con la limitada capacidad de este tipo de
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disolventes para introducirse en la pared celular de RSN. Este comportamiento de los
disolventes hidréfobos ha sido anteriormente descrito por Safdar et al. [281], quienes
obtuvieron menor eficiencia de extraccién de compuestos fendlicos del RSN con acetato de etilo
(disolvente hidréfobo) en comparacion con etanol y metanol (disolventes hidrofilos). Este efecto
también fue observado en nuestros ensayos preliminares empleando disolventes
convencionales, cuyos resultados se muestran en el apartado 4.2.1, donde la extraccion
utilizando acetato de etilo fue significativamente menor que con agua o etanol. Por otro lado,
COSMO-RS predijo una gran afinidad entre la hesperidina y el disolvente 2MeTHF (Figura 4.23);
sin embargo, en el ensayo experimental se obtuvo un bajo rendimiento de extraccién, poniendo
de manifiesto la limitacion de la extraccion en sistemas soélido-liquido de los disolventes

hidréfobos.

En relacion con los biodisolventes hidrofilos, los mejores rendimientos de extraccién se
obtuvieron con DMI, seguido de GVL, EL y CYR. Estos resultados coinciden con la prediccion
obtenida con COSMO-RS en funcién de los coeficientes de actividad obtenidos, ya que el
coeficiente de actividad hesperidina/DMI fue el mas negativo. Estos resultados revelan que
COSMO-RS es un buen método para predecir la interaccidon de los compuestos de interés y los

biodisolventes en la extraccidn sélido-liquido, cuando estos sean hidrofilos.

En cuanto al estudio de técnicas de intensificacion de la extraccion, utilizando sonda de
ultrasonidos y microondas, se puede observar que las extracciones mantienen el mismo perfil,
pero produciéndose un mayor rendimiento al utilizar técnicas asistidas. Tanto en la extraccion
asistida por ultrasonidos como por microondas, el DMI es el disolvente mas eficiente para la
extracciéon de compuestos fendlicos. Ademas, las técnicas de extraccidn asistida mejoran la
eficiencia, a la vez que reducen considerablemente los tiempos de extraccion, pasando de 30
min utilizando el agitador orbital a 6 min empleando microondas o ultrasonidos. Con DMI como
disolvente se consigue mejorar la eficiencia de extraccién, pasando de 13,3 mg CF / g RSN
utilizando agitacion orbital a 30,9 y 25,2 mg CF / g RSN con la sonda de ultrasonidos vy el
microondas, respectivamente. En la extraccidn asistida por ultrasonidos la mejora se debe a los
efectos acusticos producidos por las burbujas de cavitacién, lo que causa la disrupcién de las
paredes celulares del RSN y facilita la liberacidn de los compuestos de interés al extracto [228].
Sin embargo, en la extraccién asistida por microondas, la interaccidn con el disolvente se
produce por calentamiento. La eficacia del calentamiento por microondas estd ligada a la

capacidad del material para absorber la energia electromagnética y disipar el calor, por lo que
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dependerd de la capacidad de absorber la energia microondas del disolvente utilizado [229]. Por

lo tanto, el efecto de la extraccidn asistida por microondas varia segun el disolvente empleado.

La cuantificacion mediante analisis HPLC-RI de la extraccion de los principales azucares
presentes en el RSN (sacarosa, glucosa y fructosa) aparece representada en la Figura 4.24 (C).
Una vez mas, los disolventes hidréfobos presentan una baja eficiencia de extraccion.
Comparando los resultados experimentales con el cdlculo COSMO-RS, el coeficiente de actividad
sugiere una fuerte interaccion del 2MeTHF con la glucosa, pero en los resultados experimentales
se obtuvo una baja eficiencia de extraccién de los compuestos azucarados. Esto manifiesta que,
aligual que en la extraccion de compuestos fendlicos, la extraccidn estd limitada por la dificultad

de penetrar la pared celular que presentan los disolventes hidréfobos.

Por otra parte, en la extraccidén con disolventes hidréfilos, el biodisolvente EL ofrece la mayor
extraccion de compuestos azucarados, seguido de DMI, GVL y CYR. Los resultados
experimentales obtenidos no concuerdan exactamente con la prediccion de COSMO-RS, donde
el coeficiente de actividad mas bajo fue obtenido para el sistema glucosa/DMI, mientras que
experimentalmente el mayor contenido en azlcares se obtiene con EL. En relacién con la
extraccién de azucares utilizando técnicas de extraccion asistidas, se puede observar que los
resultados obtenidos con la extraccidon con sonda de ultrasonidos y microondas son similares a
los logrados con agitacion orbital. Aunque no se produzca un aumento significativo en la
cantidad azucares extraidos (de 896,3 mg Az / g RSN con agitacién orbital, frente a 1004,3 y
1014,5 mg Az / g RSN usando la sonda de ultrasonido y el microondas, respectivamente, usando
DMI como biodisolvente), si se produce una disminucion del tiempo de extraccion (de 30 a 6

min).

Teniendo en cuenta la composicién media del residuo sélido de naranja, segun la informacién
reportada en bibliografia, los compuestos azucarados solubles representan entre el 17 y el 40%
de la masa [318,319]. De estos azlcares solubles la mayor parte se compone de glucosa,
sacarosa y fructosa, mostrando una gran variabilidad en su composicion en funcién del punto
de maduracion de la fruta [320]. Por otro lado, el contenido de compuestos fendlicos totales no
supera el 4,9%, de los cuales alrededor del 2% corresponde a flavonoides, [321,322]. Por lo
tanto, considerando la extraccidon tanto de compuestos fendlicos como de compuestos
azucarados, se observa que el biodisolvente GVL presenta una gran afinidad hacia los
compuestos fendlicos, mientras que la extraccidn de azlcares es menor teniendo en cuenta el
contenido de estos en el residuo sélido de naranja. Por el contrario, el EL ofrece una alta
eficiencia de extraccidn de azlcares mientras que la extraccién de compuestos fendlicos no es
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particularmente elevada. Debido a la capacidad de extraccién y afinidad por los distintos
compuestos que ofrecen los biodisolventes GVL y EL, se propone una valoracion completa del
residuo sélido de naranja a través de una extraccidon en cascada. Este enfoque propone, en
primer lugar, la obtencion de un extracto rico en compuestos fendlicos, con limitado contenido
en azucar mediante la extraccion con GVL. Posteriormente, se realizara una extraccién con EL
con el objetivo de obtener un extracto rico en azucares y con bajo contenido de compuestos

fendlicos, ya que estos ultimos pueden actuar como inhibidores de la fermentacion.

4.2.3.2. Extraccion en cascada

Con el objetivo de favorecer una valorizacién eficiente del residuo sélido de naranja, se propone
una extraccion en cascada para aprovechar distintas fracciones del residuo. En concreto, en base
a los resultados obtenidos en el barrido de extraccidn con biodisolventes, en este apartado se
propone la valorizacién en cascada a través de la extraccién utilizando biodisolventes y técnicas

de extraccion asistida.

En la primera etapa, se propone la extraccion de compuestos fendlicos utilizando GVL, debido a
su elevada afinidad por estos compuestos y su capacidad para mantener un bajo rendimiento
de extraccion de azucares. En la segunda etapa, se propone la extraccion de los azlcares,
utilizando para ello EL, con el objetivo de obtener un extracto rico en azlcares y con bajo
contenido en compuestos fendlicos. Este extracto, al ser rico en azlcares y tener una baja
concentracién de inhibidores (compuestos fendlicos), podria ser utilizado en procesos de

fermentacién para producir biocombustibles [323].

Optimizacidn de la primera etapa: extraccion de compuestos fendlicos

En primer lugar, se optimizaron los pardmetros de operacién de la sonda de ultrasonidos y del
microondas en la extraccién de compuestos fendlicos utilizando GVL como disolvente, con el
objetivo de obtener un extracto lo mas concentrado posible de compuestos fendlicos,
manteniendo la extraccién de azlcares baja. Para ello, se ha estudiado el efecto de la potencia
de ultrasonidos (10 y 20 W) y el tiempo (1,5-6 min) en la extraccion asistida por ultrasonidos, y
el efecto de la temperatura (60, 80, 100 °C) y el tiempo (1,5-12 min) en la extraccién asistida por
microondas. Los resultados de la optimizacién se muestran en la Figura 4.25 y Tabla A. 20,

disponible en el Anexo.

154



Resultados y discusion

Flavonoides

rm— |
[ i
5 L
0 1.5min | 3min | 6min [1.5min [ 3min 6 min 15min]| 3min [ 6min | 9min | 12 min
10wW 20 W 60 °C | 80°C 100 °C
EASU EAM
(A)

=

15 min | 3min 6 min

mnow 20w 60 °C | 80°C 100 °C
EASU EAM

(B)

Figura 4.25. Optimizacion con GVL como disolvente de la extraccién asistida por sonda de ultrasonidos y
microondas. (A) Cuantificacién de compuestos fenélicos mediante HPLC-DAD y (B) cuantificacion
de azlcares mediante HPLC-RI. Condiciones experimentales: relacion D:M= 10. EASU: t
extraccion=1,5; 3y 6 min; P =10y 20 W. EAM: t extraccion=1,5; 3; 6; 9y 12 min; T=60, 80 y 100
°C; t centrifugacién (4200 rpm) = 10 min.

Con respecto a la extraccion de compuestos fendlicos con la sonda de ultrasonidos, como puede
observarse en la Figura 4.25 (A), al aumentar el tiempo de extraccién aumenta el rendimiento,
tanto a 10 como 20 W, aumentando de 8,8 a 23,10 mg CF / g RSN en la extraccionde 10 W a 1,5
y 6 min, respectivamente, y de 12,9 a 23, 9 mg CF / g RSN en la extraccién a 20 W a 1,5 y 3 min.
En la extraccion con la sonda de ultrasonidos no puede fijarse la temperatura, por lo que en la
Tabla 4.4 se muestra la temperatura final de la extraccién medida con un termdémetro. Se
observa que al aumentar el tiempo y la potencia en la extraccién, aumenta la temperatura vy,
con ello, la eficiencia de extraccion.
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Tabla 4.4. Temperatura final en la optimizacién de la extraccidn con sonda de ultrasonidos empleando

GVL.
Disolvente Potencia Tiempo (min) Temperatura final (°C)
1,5 45
3 75
VL 10w 6 105
12 Quemado
1,5 81
20 W
3 110

La mejora en la eficiencia de extraccién al aumentar la potencia y el tiempo de extracciéon
pueden estar asociadas a una combinacion de efectos. El aumento de la temperatura reduce la
constante dieléctrica de los disolventes, modificando sus caracteristicas quimicas y por lo tanto
la capacidad de extraer los compuestos fendlicos [324]. Del mismo modo, el aumento de la
temperatura produce un descenso en la viscosidad del disolvente, lo que facilita la difusidn del
disolvente a través de las paredes celulares [296]. La cavitacidn acustica producida por las ondas
de ultrasonidos también puede verse significativamente potenciada por el aumento de la
temperatura. Al aumentar la presién de vapor del liquido, aumenta la formacién de burbujas
de cavitacion, y se produce cavitacion ultrasénica a la intensidad mds baja de las ondas de

ultrasonidos [325].

Por otro lado, al aumentar el tiempo de extraccién por encima de 6 min se quemod el extracto
debido al alto aumento de la temperatura. Ademas, el aumento de la temperatura puede
producir degradacidon de los compuestos fendlicos presentes en la muestra al tratarse de

compuestos termolabiles [326].

En relacidon con la extraccién asistida por microondas, primero se estudié el efecto de la
temperaturaa 60, 80y 100 °C, fijando el tiempo de extraccidon en 6 min. Como se puede observar
en la Figura 4.25 (A), al igual que en la extraccidn con la sonda de ultrasonidos, al aumentar la
temperatura aumenta la eficiencia de extraccion. En particular, al aumentar la temperatura de
60 a 100 °C, se produjo un incremento de la eficiencia de extraccidon de 9,9 a 13,8 mg CF / g RSN.
El aumento de la temperatura favorece la extraccidn asistida por microondas como se ha

comentado en el apartado 4.2.1.3.

Por ultimo, en relacion con la extraccién de azlcares (Figura 4.25 (B)), hay una correlacion entre
la cantidad de compuestos fendlicos extraidos y la cantidad de azucares. La maxima extraccion
de azlcares se ha obtenido durante la extraccion asistida por sonda de ultrasonidos a 20 Wy 3
min (257 mg AZ /g RSN), seguido de la extraccidn asistida por microondas a 100 °Cy 3 min (201,9
mg AZ /g RSN).
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Teniendo en cuenta estos resultados, se propone la extraccidn asistida por sonda de
ultrasonidos a 10 W y 6 min como condiciones éptimas para la extraccién de compuestos

fendlicos de alto valor afiadido utilizando GVL como disolvente.

Optimizacidn de la segunda etapa: extraccidn de azucares

En la segunda etapa de la extraccidon en cascada, se pretende optimizar la recuperacion de
azucares utilizando lactato de etilo (EL) como biodisolvente. Para ello, se ha estudiado el efecto
de la potencia de ultrasonidos (10 y 20 W) y el tiempo (1,5-12 min) en la extraccién asistida por
ultrasonidos, asi como el efecto de la temperatura (60, 80, 100 °C) y el tiempo (1,5-12 min) en
la extraccion asistida por microondas. Los resultados de la optimizacién estan representados en

la Figura 4.26 y Tabla A. 21, disponible en el Anexo.
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Figura 4.26. Optimizacion con EL como disolvente en la extraccion asistida por sonda de ultrasonidos y
microondas. (A) Cuantificacién de compuestos fenélicos mediante HPLC-DAD y (B) cuantificacion
de azlcares mediante HPLC-RI. Condiciones experimentales: relacion D:M= 10. EAO. EASU: t
extraccion=1,5; 3y 6 min; P =10y 20 W. EAM: t extraccion=1,5; 3; 6; 9 y 12 min; T= 60, 80 y 100
°C; t centrifugacién (4200 rpm) = 10 min.

En la optimizacion con EL se pretende obtener el maximo contenido de azucares posible. Con
respecto a la extraccion asistida por la sonda de ultrasonidos, se obtiene un mayor rendimiento
al aumentar el tiempo y la potencia de extraccién. Como se observa en la Tabla 4.5, el aumento
del tiempo y la potencia de extraccién produce un aumento en la temperatura final del extracto.
Al igual que se ha comprobado durante la optimizacién con GVL, la temperatura es un factor
importante en la extraccion, ya que mejora la capacidad de extraer compuestos de la matriz

sélida, alcanzando un méaximo de extraccidn utilizando la sonda de ultrasonidosa 10 Wy 12 min
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(1357,2 mg AZ /g RSN). Sin embargo, como la temperatura final del extracto alcanzé 126 °C, se
escoge la extraccion durante 6 min como condiciones dptimas en la extraccién con sonda de

ultrasonido, con el objetivo de evitar la degradacion del extracto.

Tabla 4.5. Temperatura final en la optimizacion de la extraccidn con sonda de ultrasonidos con EL.

Disolvente Potencia Tiempo (min) Temperatura final (°C)
1,5 48
3 71
10w 6 98
EL 12 126
1,5 80
20W 3 115

Por otro lado, en la extraccién asistida por microondas, se puede observar un aumento en la
eficiencia de extraccion al aumentar la temperatura y el tiempo. Fijando el tiempo de extraccion
en 6 min, se observa un aumento en la extraccién de 490,1 mg AZ /g RSN a 60 °C hasta 714,1y
864,3 mg AZ /g RSN a 80 °C y 100 °C, respectivamente. Como se obtiene la mayor eficiencia de
extraccidn a 100 °C, se hace un estudio del efecto del tiempo de 1,5 a 12 min. Con el aumento
del tiempo de extraccién a 12 min se obtuvieron 946,2 mg AZ /g RSN. Sin embargo, la extraccidn
asistida por microondas no mejora los resultados obtenidos en la extraccidn de azlcares
utilizando la sonda de ultrasonidos. Por lo tanto, se propone la extraccién asistida por sonda de

ultrasonidos a 10 W y 6 min como condiciones éptimas para la extraccién de azucares con EL.

Prueba de concepto: extraccion en cascada

Tras optimizar las condiciones de extraccidn de los compuestos fendlicos y de los azlcares, se
ha realizado una extraccién en cascada como prueba de concepto. Primero, se ha realizado la
extraccién utilizando GVL como disolvente con el objetivo de obtener un extracto rico en
compuestos fendlicos (primera etapa). Para ello, se pusieron en contacto 0,5 g de RSN con 5 mL
de GVL, realizando la extracciéon por triplicado, y utilizando las condiciones de operacion
previamente optimizadas: extraccion asistida por sonda de ultrasonidos a 10 W y 6 min. Como
puede observarse en la Figura 4.27 y Tabla A. 22 (disponible en el Anexo), en la primera etapa
se obtiene un extracto con contenido de compuestos fendlicos de 27,7 mg CF / g RSN, de los

cuales el 96,4% es HESP, mientras que el contenido en azlcares fue de 246,1 mg AZ / g RSN.

Para llevar a cabo la segunda etapa, se retird el disolvente y se procedié a secar el residuo
resultante en la estufa. A continuacidn, se pusieron en contacto 0,5 g del residuo y 5 mL de EL,

realizando la extraccion por duplicado. Con el objetivo de obtener un extracto rico en azucares,

159



Blanca Sdenz de Miera Aparicio

se utilizaron las condiciones de operacion previamente optimizadas: extraccién asistida por
sonda de ultrasonidos y empleando como disolvente lactato de etilo (EL) a 10 W y 6 min. Como
se observa en Figura 4.27, en la segunda etapa, el contenido en compuestos fenélicos quedé
por debajo del limite de deteccién del HPLC, por lo que puede considerarse trazas, mientras que

se obtuvieron 841,3 mg AZ / g RSN, alrededor de 3,5 veces mas que lo obtenido la primera etapa.
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Figura 4.27. Valorizacién del RSN a través de una extraccidén en cascada. Etapa 1: Extraccion asistida por
sonda de ultrasonidos con GVL como disolvente. Etapa 2: extraccion asistida por ultrasonidos
emplando como disolvente EL. (A) Cuantificacion de compuestos fendlicos mediante HPLC-DAD
y (B) cuantificacién de azucares mediante HPLC-RI. Condiciones experimentales Etapa 1y 2:
relacion D:M= 10. EASU: t extraccion= 6 min; P =10 W; t centrifugacién (4200 rpm)= 10 min.

En la primera etapa de extraccion, utilizando el biodisolvente GVL, se obtiene un extracto rico
en compuestos fendlicos de alto valor afiadido. Esto se completa con una segunda etapa de

extraccion utilizando EL, con el objetivo de obtener un extracto rico en azucares fermentables y
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bajo en compuestos fendlicos, conocidos por ser inhibidores de la fermentacién. Este enfoque
permite una valorizacion completa del RSN, aprovechando sus componentes de manera

eficiente y sostenible.

En resumen, se ha demostrado la viabilidad de la valorizacién integral del RSN a través de una
extraccién en cascada. Esto implica el uso de biodisolventes con distinta afinidad por los
compuestos de interés (GVL y EL). Ademas, el empleo de extraccién asistida por sonda de
ultrasonidos resulta en una disminucién significativa del tiempo de extraccién y el consumo

energético asociado.
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Los resultados obtenidos a lo largo de la presente Tesis Doctoral promueven la aplicacién de
disolventes sostenibles y técnicas de extraccion asistidas para aumentar la sostenibilidad y la
eficiencia de los procesos de extraccidn en biorrefinerias dentro del marco de la Quimica Verde.
En concreto, este proyecto se centra en dos procesos especificos. En primer lugar, se estudia la
extraccion de inhibidores de |la fermentacion de corrientes acuosas ricas en azucares, con el
objetivo de aumentar el rendimiento de la posterior fermentaciéon. En este sentido, los
disolventes eutécticos y los biodisolventes hidrofobos han demostrado ser agentes
prometedores para emplearse en el disefio de métodos de extraccion sostenible para la
eliminacion selectiva de inhibidores de la fermentacion. Por otro lado, se estudia también la
aplicacion de disolventes convencionales, disolventes eutécticos hidrofilos y biodisolventes,
junto con técnicas de extraccidon asistida (ultrasonidos y microondas), en la recuperacion
sostenible de biocompuestos de alto valor anadido presentes en residuos agroalimentarios,
concretamente en el residuo sélido de naranja. Este trabajo es fundamental para avanzar en

técnicas de valorizacion y gestion de residuos de la biomasa.

En general, se ha demostrado que los disolventes eutécticos hidréfobos y los biodisolventes
hidréfobos son una buena alternativa a los disolventes tradicionales en la extraccidn selectiva
de inhibidores de la fermentacion presentes en corrientes acuosas. También, estos disolventes
se presentan como una alternativa sostenible para la extraccion de compuestos fendlicos
antioxidantes del residuo sélido de naranja. Ademas, las técnicas de extraccion asistida reducen
significativamente los tiempos de extraccion sélido-liquido manteniendo la eficiencia en la

recuperacion de compuestos de interés.

A continuacidn, se sefalan las principales conclusiones extraidas de esta Tesis Doctoral:

Extraccidn selectiva de inhibidores y azucares:

1. Los métodos de extraccion liquido-liquido han sido estudiados usando tres DE
hidréfobos formados a partir de la mezcla binaria de tres acidos carboxilicos (C8C10; C8-
C12; C10-C12) y biodisolventes (2MeTHF; CPME; LIM), para extraer compuestos
inhibidores de la fermentacion. Se ha estudiado el efecto de la concentracidn inicial y la
temperatura en la extraccion de una mezcla multicomponente compuesta por fenol, o-
cresol, guayacol, siringol y vainillina. Se ha comprobado que la concentracién inicial de
la mezcla no tiene un impacto significativo en la eficiencia de extraccién y, en general,
no se observaron mejoras notables en la eficiencia de extraccién al aumentar la

temperatura.
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2.

A continuacién, a esta mezcla de compuestos fendlicos se le afiadié también glucosa,
con el objetivo de estudiar la selectividad de los disolventes estudiados. Se obtuvieron
resultados prometedores, especialmente con el biodisolvente CPME, con el que se
consiguid una eficiencia de extraccién superior al 93% para los compuestos fendlicos, e
inferior al 4% en el caso de la glucosa.

Después de seleccionar el CPME como disolvente para la extraccion selectiva de
inhibidores, se ha optimizado la extraccion en funcién de pardmetros que afectan al
proceso (tiempo y relacion D:M), para una mezcla sintética mas compleja formada por
dos furanos (furfural e 5-hidroximetilfurfural), diez compuestos fendlicos (fenol,
guayacol, siringol, 4-hidroxibenzaldehido, vainillina, acido 4-hidroxibenzoico, acido
vainillinico, acido p-cumarico y acido ferulico) y tres azucares (glucosa, fructosa y
sacarosa). En relacion con el tiempo de extraccion, se ha observado que la eficiencia de
extraccién aumenta al prolongar el tiempo hasta alcanzarse un maximo de extraccién a
los 30 min, manteniéndose constante a partir de este punto. Con respecto a la relacidn
D:M, la eficiencia de extraccion aumenta al incrementar el volumen de disolvente, hasta
alcanzar un valor optimo cuando la relacién D:M igual a 1.

Al analizar las estructuras de los compuestos involucrados en los procesos de extraccién,
se observd que el caracter hidrofébico conferido por los grupos funcionales y la
complejidad de la estructura molecular influyen en las tendencias observadas. Las
moléculas simples muestran mayores eficiencias de extraccién, ya que presentan un
menor impedimento estérico. Ademas, la presencia de grupos funcionales hidréfobos
facilita la interaccion con el disolvente, lo que favorece el proceso.

Finalmente, se ha utilizado el método COSMO-RS para comprender las interacciones
entre los compuestos de interés y los disolventes objeto de estudio. Se encontré que los
disolventes que promueven los enlaces de hidrégeno, como CPME o 2MeTHF, favorecen
la extraccién. Ademas, los azlcares presentaron interacciones mas débiles, lo que

explica los altos valores de selectividad obtenidos.

Extraccion de antioxidantes a partir de residuo sélido de naranja:

1.

Primero, se estudié la mejora de la recuperacion de compuestos fendlicos de los
residuos de cascara de naranja mediante extraccion asistida por ultrasonidos vy
microondas, en comparacién con la extraccion tradicional usando un agitador orbital.
Respecto al disolvente de extraccién (H.O, 80% EtOH y EA), se observd que los

disolventes hidrofébicos como EA no son efectivos para la extraccidn sélido-liquido del
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residuo sélido de naranja, ya que la capacidad de penetracién en la matriz es menor. En
cuanto a los disolventes polares estudiados, se encontré que la extraccién con H,0 es
menos selectiva, mientras que la extraccién con 80% EtOH demostré ser la mas
eficiente, ya que la solubilidad de los compuestos fendlicos es mayor en etanol, y la
adicién de agua promueve la desorcidon de los compuestos objetivo de la matriz.

En la extraccidn con agitador orbital se concluyd que el aumento de la temperatura de
30 a 60 °C mejord la extraccion de compuestos fendlicos, mientras que tiempos de
extraccién superiores a 30 min redujeron los rendimientos de extraccion,
probablemente debido a la degradacién de los compuestos. Cuando la extraccidn se
lleva a cabo durante 30 min a 60 °C utilizando 80% EtOH, se lograron valores de
extracciéon de 35,2 mg CF / g RSN.

En cuanto a la extraccion asistida por ultrasonidos, se encontrd que el uso de un bafio
de ultrasonidos no mejora el rendimiento de extraccidon, mientras que el uso de una
sonda de ultrasonidos si mejora la eficiencia del proceso. La sonda de ultrasonidos
permite una transmisién directa de mayor energia a la matriz, reduciendo el tiempo de
extraccion de 30 a 1,5 min, mejorando la eficiencia de extraccion (40,7 mg CF / g RSN,
en la extraccidn con sonda de ultrasonidos durante 1,5 miny 10 W de potencia, usando
70% EtOH como disolvente).

En relacidn con el uso de la extraccidn asistida por microondas, se concluyd que es la
técnica mas eficaz, ya que el tiempo de extraccién se puede reducir de 30 a 6 min,
mientras que aumenta significativamente la recuperacion de compuestos fendlicos, en
la extraccién a 100 °C. Los mejores resultados se han obtenido en la extraccién con
microondas durante 6 miny 100 °C, consiguiendo 58,6 mg CF / g RSN, usando 70% EtOH
como disolvente.

En esta Tesis Doctoral también se ha evaluado la extraccién de compuestos fendlicos
del residuo sélido de naranja utilizando disolvente eutécticos hidréfilos formados por
distintos constituyentes: tres HBA (cloruro de colina, betaina y prolina), y distintos
polialcoholes como HBD (1,2-butanodiol; 1,3-butanodiol, 1,2-propanodiol y glicerol).
Los DE estudiados mejoran la eficiencia de extraccion de los disolventes tradicionales
utilizados como referencia. En concreto, los mejores resultados de extraccidon se
obtuvieron con el DE formado a partir de betaina y 1,2-butanodiol, consiguiendo 140,2
mg CF /g RSN.

En la optimizacion de la extraccion del DE Bet:1,2B (1:4), utilizando extraccién asistida

por sonda de ultrasonidos, se encontraron mejores resultados de extraccién utilizando
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10.

el DE que la disolucién de etanol al 70% empleada como disolvente referencia. Sin
embargo, se encontraron dificultades al utilizar esta técnica, ya que al aumentar el
tiempo o la potencia de extraccion el DE las muestras puede sufrir degradacion o
gelificacion.

En la extraccion asistida por microondas, los resultados obtenidos con el DE Bet:1,2B
(1:4) no mejoraron los resultados obtenidos con la disolucién 70% EtOH, utilizada como
referencia. En la extraccion a 60 °C, la eficiencia de extraccion fue muy baja,
posiblemente porque la energia microondas sea reducida a esa temperatura. Por otro
lado, a 100 °C se alcanzaron mayores eficiencias de extraccidn, pero se produjo
degradacion del extracto.

Por ultimo, se estudid la extraccion de compuestos fendlicos y azucares del resido sélido
de naranja utilizando biodisolventes (2MeTHF, CPME, EL, DMI, CYR y GVL), empleando
el agitador orbital y la extraccion asistida por ultrasonidos y microondas. Con los
disolventes hidréfobos (2MeTHF y CPME) se obtuvieron resultados de extraccién
significativamente inferiores a los obtenidos con el resto de biodisolventes. Los mejores
resultados de extraccion de compuestos fendlicos se obtuvieron con el biodisolvente
DMI. Tanto la extraccién asistida por ultrasonidos como por microondas, para los
biodisolventes estudiados, se obtuvo una mejora en la eficiencia de extraccién a la vez
gue una reduccion significativa en el tiempo (de 30 a 6 min).

En el caso de la extraccion de compuestos fendlicos y azlcares, se comprueba que el
biodisolvente GVL presenta una gran afinidad hacia los compuestos fendlicos, mientras
que la extraccidn de azucares es limitada. Por el contrario, el biodisolvente EL ofrece
una alta extraccion de azlcares. Por este motivo, en esta Tesis Doctoral se propone una
extraccidn en cascada con el objetivo de valorizar dos fracciones diferentes del residuo
solido de naranja, extrayendo en una primera etapa compuestos fendlicos y en una
segunda etapa azlcares.

En la primera etapa de extraccidn, utilizando el biodisolvente GVL, se obtiene un
extracto rico en compuestos fendlicos de alto valor afiadido. En la segunda etapa de
extraccién, utilizando EL, se obtiene un extracto rico en azlcares sin compuestos

fendlicos cuantificables.

En términos generales esta Tesis Doctoral proporciona informacion util en el marco de la

Quimica Verde para desarrollar y optimizar procesos sostenibles de extraccion en las

biorrefinerias. En concreto, los disolventes eutécticos y biodisolventes hidréfobos estudiados

son altamente eficientes y selectivos en la extraccion de inhibidores de la fermentacion en
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corrientes ricas en azucares. Por otro lado, los disolventes hidréfilos son eficientes en la
extraccién de compuestos fendlicos del residuo sélido de naranja. Ademas, las técnicas de
extraccién asistida por ultrasonidos y microondas reducen notablemente los tiempos de
extraccién, manteniendo, o incluso mejorando, la eficiencia de extraccién. Todo esto contribuye
de manera significativa a promover la bioeconomia circular y a avanzar en el cumplimiento de

los Objetivos de Desarrollo Sostenible.
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Informacidn experimental complementaria
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Figura A.1. Caracterizacién de los DE hidréfobos por 'H-RMN (A) C8-C10, (B) C8-C12 y (C) C10-C12 en
CDCls.
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Tabla A.1. Rectas de calibrado de los analisis espectrofotométricos.

Analisis Rango Recta r
y=0,0042x + 0,0182
Contenido de compuestos fendlicos totales  0-400 mg GAE/L y=abs (765 nm) 0,9997
x=mg GAE/L
y=0,0009x + 0,0017
Contenido de flavonoides totales 0-500 mg QE/L y=abs (510 nm) 0,9979
x=mg QE/L
y=0,4324x - 1,8412
Capacidad antioxidante 0-200 mg TE/L y=abs (515 nm) 0,9991
x=mg TE/L

Tabla A.2. Rectas de calibrado de los métodos de HPLC (area del pico vs. concentracion de las respectivas
muestras estandar).

Método HPLC Compuesto Rango Recta i
FE y=35029x-7853,4 0,9998
oCRE y=31424x-9005,2 0,9999
Compuestos fendlicos SIR 0-40 mg/L y=13114x-1173,3 0,9999
GUA y=40312x-17800 0,9995
VAN y=88831x-19630 0,9998
FF y=311542x-57869 0,9999
SHMF y=45602x+17856 0,9999
FE y=22074x+4503 0,9867
GUA y=33421x+2728,7 0,9999
Compuestos inhibidores SIR y=6154,7+5342,4 0,9997
(furanos y compuestos 4HBald 0-100 mg/L y=288933x+108909 1
fendlicos) VAN y=178498x+126479 1
A4HB y=131706x+54257 0,9999
AV y=101780x+46408 0,9999
ApC y=322069x+121253 0,9999
AF y=155846x+96106 1
AG y=103615x-123254 1
ApC y=93990x-21488 0,9999
CAT y=30879x-2876,2 0,9999
- ACaf y=221709x-83719 1
C°m'°,:e‘°‘t°s,|f3”°c;'c°5 RUT y=50031x-11957 0,9999
res! :::;‘;j'ao N ApC 0-40 me/L y=263761x-49972 0,9999
AF y=221778x-46631 0,9999
NAR y=64985x-25083 0,9995
HESP y=59169x-31685 0,9999
QUER y=147852x-210633 0,9996
SAC y=266,15x 0,9997
Azucares GLU 0,1-25g/L y=501,3x 0,9994
FRU y=480,5x 0,9996
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Tabla A.3. Comparacion de la eficiencia de extraccién de los DE hidréfobos (C8-C10, C8-C12, C10-C12)
para las disoluciones simples de 100 mg/L de fenol, o-cresol, guayacol, siringol y vainillina.
Condiciones experimentales: relacion D:M = 1; t agitacién= 15 min; T= 25 °C. Separacidn de fases:
reposo durante la noche.

Eficiencia de extraccidn (%)

Fenol o-cresol Guayacol Siringol Vainillina
C8-C10 90,4+1,1 95,8+ 0,4 93,3+4,4 89,3+0,7 85,2+0,3
C8-C12 90,8+0,8 95,8+ 1,4 93,2+1,5 89,8+0,1 85,0+0,2
C10-C12 82,8+0,7 94,7 +1,3 91,4 +3,8 85,4 +0,2 81,8+0,1

Tabla A.4. Eficiencia de extraccién de los disolventes ensayados (C8-C10, C8-C12, C10-C12, 2MeTHF,
CPME y LIM) a diferentes concentraciones iniciales de la mezcla multicomponente (50-CF, 100-
CF, 250- CF y 500- CF). Condiciones experimentales: relacion D:M = 1; t agitacién= 15 min; T= 25
°C. Separacién de fases: reposo durante la noche.

Eficiencia de extraccion (%)
Fenol o-cresol Guayacol Siringol Vainillina
C8-C10 15,1+2,3 87,0+2,5 88,41 0,5 83,5+2,7 64,3+1,4
C8-C12 22,1+1,7 89,8+4,7 88,310,1 91,5+7,8 73,3+0,5
C10-C12 68,3+ 2,2 88,2+1,0 88,5+1,0 83,7+1,3 64,4+ 1,6

>0-cF 2MeTHF 95,8+4,0 93,5+1,4 88,8+0,5 94,2 +3,7 91,2 +4,2
CPME 96,3 +4,6 93,6 +2,6 88,4+0,5 93,2+4,3 87,0+1,8

LIM 28,0+0,8 70,3+1,1 76,9 2,5 44,4 + 6,5 29,6 £0,8

C8-C10 92,1+1,8 94,5+0,8 92,5+1,2 89,5+3,0 83,0+0,1

C8-C12 94,0+1,9 94,5+1,1 92,5+4,5 89,3%5,3 83,6+0,4

100-CF C10-C12 81,8+2,2 93,2+0,8 91,5%6,2 84,0+5,1 81,6+0,8
2MeTHF 97,5+4,5 979+3,4 96,3+4,1 93,2+4,6 95,1+5,7

CPME 96,5+0,5 97,8+5,1 96,1+5,0 90,7+2,6 92,7+0,6

LIM 53,4+0,1 79,6 £3,9 62,5+0,9 33,8+0,7 55,4+0,3

C8-C10 90,0+1,4 95,3+0,8 93,4+1,9 88,7+2,3 854+0,3

C8-C12 91,2+1,5 95,4+1,9 93,5+1,9 88,8+4,3 85,7+0,1

250-CF C10-C12 80,8+2,5 94,2+1,5 92,1+3,4 83,9+0,6 81,2+0,3
2MeTHF 98,4+1,4 99,0+2,2 97,5+4,7 93,3%5,1 95,8+1,6

CPME 97,1+2,9 98,5+2,9 97,1+4,5 92,0+2,6 93,9+0,2

LIM 50,9+0,2 82,6+2,6 94,8+0,1 60,0 £0,5 54,7+0,1

C8-C10 88,4+3,3 94,1+1,7 93,4+1,5 90,0+2,7 85,6+0,1

C8-C12 88,1+2,6 93,9+2,6 93,5+1,3 90,2+1,3 85,2+0,3

500-CF C10-C12 80,9+0,9 92,2+0,8 91,5+1,6 86,1+4,4 80,8+0,4
2MeTHF 98,3+1,4 98,3+1,7 97,3+2,0 94,6 +1,6 95,5+4,9

CPME 97,2+4,8 98,3+1,2 96,8+1,2 92,1+3,3 92,9+0,3

LIM 50,7+1,1 77,0+3,0 93,1+2,4 67,0+0,3 52,0+£0,2
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Tabla A.5. Eficiencia de extraccidén de los disolventes ensayados (C8-C10, C8-C12, C10-C12, 2MeTHF,
CPME y LIM) a diferentes temperaturas (25, 40 y 60 °C) para la mezcla 500-CF. Condiciones
experimentales: relacion D:M = 1; t agitacion= 15 min; Co= 500 mg/L. Separacién de fases: reposo
durante la noche.

Eficiencia de extraccion (%)
Fenol o-cresol Guayacol Siringol Vainillina
C8-C10 88,4+3,3 94,1+1,7 93,4+1,5 90,0+2,7 85,6+0,1
C8-C12 88,1+2,6 93,9126 93,5+1,3 90,2+1,3 85,2+0,3
500-CF C10-C12 80,9+0,9 92,2+0,8 91,5+1,6 86,11+4,4 80,810,4
T=25°C 2MeTHF 98,3+1,4 98,3+1,7 97,3+2,0 94,6 +1,6 95,5+4,9
CPME 97,2+4,8 98,3+1,2 96,8+1,2 92,1+3,3 92,9+0,3
LIM 50,7+1,1 77,0+ 3,0 93,1+2,4 67,0+0,3 52,0+0,2
C8-C10 88,9+1,3 95,2+0,8 93,4127 91,0+2,5 84,4+0,2
C8-C12 90,2+0,5 95,2+1,0 93,31+0,8 91,4+1,2 84,6 £0,7
500-CF C10-C12 81,0+£2,9 93,7+0,9 91,3+2,3 84,8+0,7 77,5+0,5
T=40"°C 2MeTHF 98,3+2,6 98,8+5,4 97,4+4,9 94,3 +3,5 95,5+4,2
CPME 95,1+1,5 95,5+2,8 94,3+4,0 89,3+3,1 89,0+0,3
LIM 57,5+0,8 84,3+0,9 93,2+1,4 76,6 £1,6 54,4 +0,3
C8-C10 89,8+1,1 95,1+0,3 93,8+0,9 93,1+5,6 85,2104
C8-C12 91,2+1,4 95,2+1,1 93,6 £2,5 93,2+3,8 85,2+0,2
500-CF C10-C12 83,5+2,1 94,1+0,5 92,1+1,4 89,5+5,2 81,1+0,0
T=60 °C 2MeTHF 98,0+0,2 98,9+2,1 97,1+1,7 95,0+1,9 94,4+4,3
CPME 96,6 £ 3,5 98,7 £ 8,3 96,9+ 3,3 92,9+3,3 86,2+0,3
LIM 60,3+1,2 84,7+0,8 91,7+2,8 86,1+0,6 55,5+0,2

Tabla A.6. Eficiencia de la extraccion de los disolventes ensayados (C8-C10, C8-C12, C10-C12, 2MeTHF,
CPME y LIM) en la muestra CF-GLU. Condiciones experimentales: relacion D:M = 1; t agitacion=
15 min; T= 25 °C; Co compuestos fenslicos= 500 mg/L; Co glucosa= 50 g/L. Separacidn de fases: reposo
durante la noche.

Eficiencia de extraccion (%)

Fenol o-cresol Guayacol Siringol Vainillina Glucosa
C8-C10 88,1+0,2 95,4+0,5 93,7+4,5 91,0+3,4 85,9+0,2 0,4%0,1
C8-C12 89,0+0,2 95,6+0,9 93,7+3,9 91,1+3,6 85,9+0,1 1,0+0,2

C10-C12 81,1+0,9 94,4+1,4 92,5+3,9 87,0+0,3 81,7+0,5 2,1+0,3
2MeTHF 98,6 +1,3 99,2+0,1 97,9+4,1 949+1,3 96,1+0,3 20,2+0,4
CPME 97,7+2,5 99,1+1,0 97,8+3,9 93,2+1,4 94,3+0,8 3,2+0,6

LIM 51,3+0,5 83,7+4,9 93,5+1,6 73,3+1,9 54,0+0,1 4,4 +0,3
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Tabla A.7.Eficiencia de extraccién del CPME en la mezcla sintética IF-AZ a diferentes tiempos de agitacion.
Condiciones experimentales: relacion muestra: disolvente=1; t agitaciéon=5, 10, 15, 30 y 45 min;
T= 25 °C. Separacion de fases: reposo durante la noche.

Eficiencia de extraccion (%)

5 min 10 min 15 min 30 min 45 min
FF 82,2+0,1 82,8+0,5 81,5+0 83,2+0,1 81,6+0,1
S5HMF 23,7+1,0 24,5+0,6 23,5+0,7 27,8+0,1 22,7+0,1
FE 97,9+0,1 97,9+0,1 96,5+0,1 99,8+0,1 99,8+0,1
GUA 97,3+0,1 97,2+0,1 96,1+0,1 99,7+0,1 99,6 +0,1
SIR 89,7+1,0 89,7+0,3 89+0,7 99,8+0,1 99,8+0,1
4HBald 94,3+0,1 94,4+0,1 93,3+0,1 95+0,1 94,4+0,1
VAN 95,3+0,1 95,3+0,1 94,2 +0,1 97,4+0,1 97,2+0,1
A4HB 92,5+0 92,6+0,3 91,2+0,1 97+0,1 96,7+0,1
AV 91,9+0,2 91,8+0,2 90,5+0,1 97,5+0,1 97,2+0,1
ApC 97,4+0,1 97,4+0,1 96,5+0,1 97,2+0,1 97+0,1
AF 96,1+0,1 95,9+0,1 94,7 +0,1 98+0,1 97,7+0,1
GLU 53t1,4 5,6+3,8 45+2,8 7,4+£0,3 6,5+0,7
FRU 6,8+3 6,1+2,6 42+11 8,4+3,1 7,324
SAC 4,8+0,9 0,8+1,6 3,7+0,8 6,3+0,5 56+1,3

Tabla A.8. Eficiencia de extraccion del CPME en la mezcla sintética IF-AZ con diferentes relaciones
muestra: disolvente. Condiciones experimentales: relacion D:M=0,1; 0,5; 1; 1,5; t agitacién= 30

min; T= 25 °C. Separacién de fases: reposo durante la noche.

Eficiencia de extraccion (%)

D:M (0,1) D:M (0,5) D:M (1) D:M (1,5)

FF 32,1+0,1 72,5+0,1 83,2+0 88+0,1
SHMF 3,4+1,5 16,6 + 0,6 27,8+0,2 35,9+0,2
FE 85,8 + 0,2 94,4 +0,1 97,60 97,7+0,1
GUA 81,6 +0,1 93,5+0,2 96,9 +0,1 97,4+0,1
SIR 48,4+0,7 80,8+0,1 89,8 +0,5 92,9+0,4
4HBald 67,9+0,1 88,1+0,1 94,3+0,1 95,3+0,1
VAN 76,5+0,1 91,3+0,1 95,3+0,1 96,6 + 0,1
A4HB 66,0+0,1 86,4 +0,1 92,5+0,1 94,2+0,1
AV 62,5+ 0,4 85,2+0,2 92,0+0,1 93,3+0,1
ApC 70,3+0,1 93,4+0,1 97,2+0,1 97,3+0,1
AF 78,1+0,1 90,5+0,1 95,7+0,1 96 +0,1
GLU 10,8+ 1,1 7,2 +44.8 7,4+0,3 42+1,1
FRU 11,3+2,2 7,5%1,4 8,4+3,1 3,9+0,7
SAC 11,2+1,2 57422 6,3%0,5 4,1+0,3
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Tabla A.9. Estudio de la recuperacion del disolvente en tres ciclos para la mezcla sintética IF-AZ utilizando
CPME como disolvente. Condiciones experimentales: relacion D:M = 1; t agitacién= 30 min; T=
25 °C. Separacién de fases: reposo durante la noche.

Eficiencia de extraccion (%)

ciclo 1 ciclo 2 ciclo 3

FF 83,2+0,1 79,1+0,1 76,2+0,1
SHMF 27,8+0,2 23,7+0,3 22,6 £0,2
FE 99,8+0,1 97,310,1 96,8+0,1
GUA 99,7+0,1 97,7+0,1 97,3+0,1
SIR 99,8+0,1 88,3+0,5 86,9+0,6
4HBald 95+0,1 94,4+0,1 94+0,1
VAN 97,4+0,1 95,2+0,1 94,7+0,1
A4HB 97,01£0,1 92,2+0,1 91,7+0,1
AV 97,5+0,1 91,8+0,1 91,2+0,2
ApC 97,2+0,1 97,310,1 96,910,1
AF 97,2+0,1 97,3+0,1 96,9+0,1
GLU 10,3+2,9 4,8+6,7 11,9+2,5
FRU 1,3+5,1 40%5,4 6,8+4,6
SAC 6,2+0,7 2,74 13,3+1,1
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Tabla A.10. Extraccién de compuestos fendlicos de RSN utilizando agitador orbital. Analisis de los extractos: contenido de compuestos fendlicos totales (TPC), contenido
de flavonoides totales (TFC) y cuantificacién por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones experimentales: relacion D:M= 10; t extraccidon= 30, 60 y 90
min; T extraccion= 60 °C, t centrifugacién (4200 rpm) = 10 min.

TPC (mg TEC HPLC (mg/g RSN + RDS%)
GAE/g (mgQE/g
T ‘ RSN) RSN) HESP NAR CAT RUT AG ACaf ApC AF
(°C)  (min)
30 60 54+0,1 5,7+0,1 7,57+0,2 0,05+50 0,25+176 003+3,7 068+084 0,02+06 0,08+3,6 0,1+3,6
30 7,8+0,2 53+0,1 7,81+0,8 0,07+3,3 0,27+1,8 0,04+23 0,83+1,6 0,02+5,1 0,1+1,3 0,13+1,3
"0 60 60 7,8+0,1 55+0,1 7,97 +0,3 0,05+3,9 0,24+1,6 003+15 093+0,21 0,01+3,8 0,11+3,0 0,11+3,1
90 8,1+0,1 5,6+0,2 7,31+0,6 0,08+3,1 0,25+1,4 0,04+33 092+0,39 10,02+0,8 0,11+1,7 0,15%+1,7
30 60 39101 8,8+0,1 5,14+0,2 - 0,02+7,7 0,03x11 0,08+5,3 001+19 0,02+0,6 0,04%0,6
. 30 82+0,1 12,8+0,3 34,94+0,1 - 0,06 +6,9 0,04+35 002+18 0,01+4,7 0,03+56 0,15%+5,6
oo 0,29 +
EtOH 60 60 6,805 12,5+04 27,37+0,1 - 0,03+1,2 0,04+3,3 16,07 0,01+39 0,05+4,1 0,07%t41
90 81+0,1 12,4+0,1 29,53+0,1 - 0,05+8,1 0,04 +1, 0,02+836 0,01+3,5 0,02+22 0,07%2,2
30 60 0,4+0,2 2,5+0,1 0,13+4,0 - - - - - - -
30 08+0,9 4,4+0,9 03+4,3 - - ; - - ) -
= 60 60 1,1+0,5 4,1+0,4 0,28+3,4 - - - - - - -
90 1,2+1,3 3,7+0,9 0,44+1,3 - - - - - - -

(-) compuesto no identificado. QUER no identificada en ningln extracto.
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Tabla A.11. Extracciéon de compuestos fendlicos de RSN utilizando bafio de ultrasonidos. Andlisis de los extractos: contenido de compuestos fendlicos totales (TPC),
contenido de flavonoides totales (TFC) y cuantificacion por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones experimentales: relacion D:M= 10; t extraccion=

30min; T extraccion= 60 °C, t centrifugacion (4200 rpm) = 10 min.

TPC (mg TFC
HPLC (mg/g RSN + RDS%)
GAE/ g (mgQE/g
RSN) RSN) HESP NAR CAT RUT AG ACaf ApC AF
H.0 4,2+0,2 2,6+0,4 9,71+0,9 0,04+0,1 0,20+9,3 0,02 +3,9 0,54 +3,5 0,01+2 0,06+ 7,8 0,09+2,4
80% EtOH 41+0 6,1+0,5 17,24 +0,1 - 0,01%3,4 0,02+1,3 0,00 + 16,8 0,01+0,2 0,01+6,1 0,04+1
EA 1,1+0,9 3,9+0,2 0,41+3 - - - - - - -

(-) compuesto no identificado. QUER no identificada en ningln extracto.
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Tabla A.12. Extraccidon de compuestos fendlicos de RSN utilizando sonda de ultrasonidos. Analisis de los extractos: contenido de compuestos fendlicos totales (TPC),
contenido de flavonoides totales (TFC) y cuantificacion por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones experimentales: relaciéon D:M= 10; P= 10 W; t
extraccion=1,5; 3 y 6 min; T extraccion= 60 °C, t centrifugacién (4200 rpm) = 10 min.

. TPC (mg TFC (mg HPLC (mg/g RSN + RDS%)
_ GAE/ g QE/g
(min) - - HESP NAR CAT RUT AG ACaf ApC AF
1,5 76£00  52+0,1 12,26+15 003+155  0,28+2 003+89  087+01 001+4 0712+38 0,11+0,9
H20 3 8101  52%0,1 8,83+0,3 003+122 0,26+05 003+78 065+122 001+28 0,08+0,7 0,11+06
6 7401 5800 8,09+3,1 005+4,4 0,19+1,7 003+12  066+04 001+46 008+11 0,104
] 1,5 8,8+0,0 17,1+0,2 40,04 £0,2 - 013+9,6  0,04%22  029+19 001+61 007+11 0,16+0,38
80% 3 84+01 12,6+0,1 34,36 +0,1 - 006+1,8  003+51 003+369 001+59 004+25 011+14
o 6 91+0,0 21,4%0,1 31,99 +0,2 - 011+26  003+41  026+0,1 001+21 005+£108 0,13+16
1,5 08+08  4,6+04 0,25+0,3 - - - - - - -
EA 3 1+1,6 3,9+2,7 0,40+ 1,8 - - - - - - -
6 09+03  39%1,7 0,42 +0,3 - - - - - - -

(-) compuesto no identificado. QUER no identificada en ningln extracto.
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Tabla A.13. Extraccion de compuestos fendlicos de RSN mediante extraccion asistida por microondas. Analisis de los extractos: contenido de compuestos fendlicos totales
(TPC), contenido de flavonoides totales (TFC) y cuantificacion por HPLC de flavonoides y acidos fendlicos. Condiciones experimentales: relacién D:M= 10; t
extraccion=1,5; 3 y 6 min; T extraccion= 60 y 100 °C, t centrifugacion (4200 rpm) = 10 min.

TPC (mg TFC

T t HPLC (mg/g RSN + RDS%)
GAE/g (mgQE/
(°C) (min)
RSN) g RSN) HESP NAR CAT RUT AG ACaf ApC AF
60 1,5 56+0,1 29+%0,2 9,8+0,3 0,06 +10 0,35+4,1 0,02+2,1 084+04 0,01%3,7 0,10+0,6 0,11+1,4
H,0 1,5 51+0,3 3,1+0,1 21,970 0,03+2,3 0,20+ 2,5 0,02+18 0,36%+51 0,00+24 0,043 0,10+ 1,5
2 100
3 49+0,2 3,1+0,1 16,300 0,03+3,1 0,15+1,7 0,02+1,4 0,34+43 0,01%+2,1 0,04 +0,6 0,09+0,8
6 54+0,2 3,004 27,16+ 0,3 0,03+2,5 0,13+10,8 0,02+1,4 0,39+2,3 0,01%+26 0,04 +2,3 0,11+£0,7
60 1,5 3(44+£0,1 4,7+0,2 22,0910 - 0,05+1,7 0,03+1,1 0,01+98 0,01%4,3 0,01+2,3 0,07+£2,4
80% 1,5 57+0,0 11,50 42,69+0,5 - 0,07 £ 18,2 - 0,01+0,8 0,01+3,3 0,02+9,2 0,08 +5
100
EtOH 3 52+0,1 10,80 47,32 +0,2 - 0,02 +4,7 0,02+2 0,10£0,5 0,01+0,6 0,02+2,3 0,09+2,3
6 7,2+0,1 1,310,1 58,20+ 0,1 - 0,01+1,8 0,03+1,2 0,03+9,9 0,01%4,6 0,03+4,1 0,12+8,2
60 1,5 0,5+0,2 3,0%£0,0 0,13+0,5 - - - - - - -
1,5 1,4+0,1 4,1+0,1 0,45+1,6 - - - - - - -
EA 100
3 1,8+1,7 5,1+0,2 0,70+ 3,5 - - - - - - -
6 1,9+0 49+0,1 0,60+4,3 - - - - - - -

(-) compuesto no identificado. QUER no identificada en ningln extracto.
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Tabla A. 14. Extraccidon de compuestos fendlicos de RSN utilizando disolventes eutécticos mediante extraccidon con agitador orbital: contenido de compuestos fendlicos
totales (TPC), contenido de flavonoides totales (TFC) y capacidad antioxidante (CA). Condiciones experimentales: relacion D:M= 10; t extraccion= 100 min; T
extraccion= 60 °C, t centrifugacidn (4200 rpm) = 10 min.

TPC (mg GAE / g RSN) TFC (mg QE /g RSN) AC (mg TE / g RSN)
H20 7+0,1 5,5%0,5 0,7+4,3
70% EtOH 6,9+0,1 8,6+0,1 0,9+0,2
ChCl:1,2B (1:3) 27,7+0,6 32,3+0,3 0,5+0,2
ChCl:1,2B (1:4) 8,8+2,3 6,2+0,4 0,6+0,9
Pro:1,2B (1:3) 69,2 +0,1 34+0,2 0,4+0,6
Pro:1,2B (1:4) 32,5+0,2 11,8+0,3 0,6+0,9
Bet:1,2B (1:3) 65,6 + 0,1 32,1+0,2 0,5%0,1
Bet:1,2B (1:4) 23,4+ 0,4 11,8+0,1 0,7+0,6
ChCl:1,3B (1:4) 11,7 + 4,6 9,6+0 0,6+1,9
ChCl:1,2P (1:4) 27,9+1,8 9,2+0,3 07+1,1
Pro:1,2P (1:4) 30+0,6 2,240,1 0,5+0,1
Bet:1,2P (1:4) 35840 9,910,2 0,7+0,5
ChCl:Gli (1:4) 34,2+1,5 39+2,3 0,6+1,4
Pro:Gli (1:4) 41,9+1,5 3,4+2,3 04+1,1
Bet:Gli (1:4) 87,9+0,6 4,7+0,4 0,6+1,6
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Tabla A. 15. Extraccion de compuestos fendlicos de RSN utilizando disolventes eutécticos mediante extraccidn con agitador orbital: cuantificacion por HPLC de flavonoides
y acidos fendlicos. Condiciones experimentales: relacién D:M= 10; t extraccion= 100 min; T extraccion= 60 °C, t centrifugacién (4200 rpm) = 10 min.

HPLC (mg/g RSN + RDS%)

HESP NAR CAT RUT QUER AG ACaf ApC AF AP
H20 15,75+0 - 0,2+2,3 0,12+0,5 0,24+0 0,81+0,1 0,07+0,2 0,2+0 0,1+0,5 0,12+1
70% EtOH 32,9+0,2 - 0,21+0,4 0,11+0,5 0,24+0 094+0 0,07+0,3 0,21+0,1 0,08%0,3 0,11+0,5
ChCl:1,2B (1:3) 51,23+0,2 - 0,21+0,6 0,12+1,1 0,26+0 099+1,1 0,07+0,2 0,21+0,1 0,07+19 0,1+0,4
ChCl:1,2B (1:4) 28,32+0 - 0,19+2,6 0,11+0,2 0,24+0,1 09+03 0,07+0,1 0,19+0 0,08+0,4 0,09+0,4
Pro:1,2B (1:3) 53,46 +0,1 - 0,24+2,4 0,1+0,8 0,24+0,1 093+03 0,07%+0,1 0,19+0,2 0,07%0,7 0,09+5,9
Pro:1,2B (1:4) 94,15+0,1 - 0,19+0,9 0,13+0,5 0,24+0 1,67+0,5 0,07+0 0,34+0 0,11+0,5 -
Bet:1,2B (1:3) 73,99+0 - 0,27 £0,7 0,12+0,9 0,24+0,2 1,16 +0,2 0,07+0,1 0,26%0,1 0,07+0,3 0,1+0,6
Bet:1,2B (1:4) 136,52+ 0 - 0,4+0,7 0,16 +0,9 0,24+0,2 2,16+0,2 0,07+0,1 047+0,1 0,12%0,3 -
ChCl:1,3B (1:4) 47,31+0,1 0,01+1,0 0,2+15 0,12+0,3 0,24+0,1 0,8+0,3 0,07+0 0,14+0 0,25+0,1 -
ChCl:1,2P (1:4) 3691+1 0,010 0,12+1,4 0,11+0,4 0,24+0 0,63+0,1 007+01 0,11%+23 0,07+7,1 -
Pro:1,2P (1:4) 42,48 +0 - 0,1+0 0,09+1,1 0,24+0 0,51+0,1 0,07+0,6 0,08+1 0,06+0,3 -
Bet:1,2P (1:4) 47,49+ 0 - 0,14+1,2 0,1+0,5 0,24+0,2 0,57+0,1 0,07+0,2 0,1+0,5 0,07+0,2 -
ChCl:Gli (1:4) 32,1+0 0,02+1,6 0,18+6,1 0,13+0,6 0,24+0,1 0,53+04 0,07+0 0,12+0,1 0,16+0,1 0,12+0,4
Pro:Gli (1:4) 26,83+0 0,040 0,12+2,7 0,1+0,4 0,24+0 0,37+0,1 0,08+0 0,09+0,4 0,12+0,4 0,09+0,1
Bet:Gli (1:4) 46,73+0,1 0,02+2,9 0,22 +2,2 0,15+1,2 0,24+0 0,65+1,1 0,08+0 0,14+0,3 0,2+0,1 0,12+0,1

(-) compuesto no identificado.

210



Anexos

Tabla A. 16. Cuantificacion por HPLC de la optimizacién de la extraccidon asistida por ultrasonidos utilizando 70% EtOH y Bet:1,2B (1:4) como disolventes. Condiciones
experimentales: relacion D:M= 10; P= 10, 20, 50 W; t extraccion= 3, 6, 9 min; T extraccion = 70 °C, t centrifugacion (4200 rpm) = 10 min.

(VF:/) (mtin) HPLC (mg/g RSN + RDS%)

HESP NAR CAT RUT QUER GA CafA p-CuA FA AP
3 56,8+ 0 - 0,2+1,5 0,1+1,4 0,20 0,8+0,1 0,1+0,1 0,2+0,3 0,1+0,1 0,1+£0,5
10 6 83,40 - 0,3+1,2 0,1+0,7 0,2+0,1 090 0,1+0,1 0,2+0,2 0,1+0,1 0,1+£0,5
0% EtOH 9 62,70 - 0,2+0,6 0,1+0,8 0,2+0,1 0,8+0,1 0,1+0 0,2+0,4 0,1+0,3 0,1+0,8
20 3 30,50 - 0,2+1,4 0,1+1 0,210 0,3+0,1 0,1+0,1 0,1+£0,5 0,1+0,1 0,1+0,3
6 41,7+ 0 - 0,1+1,9 0,1+0,7 0,20 0,4+0,1 0,1+0,1 0,1+0,3 0,1+0,4 0,1+0,3

50 3 30,1+0 - 0,1+1,6 0,1+0,8 0,2+0,1 0,1+0,3 0,1+0,1 0,1+0,4 0,1+1,4 00,9
3 88,8+0 - 0,2+0,6 0,1+0,9 0,3+0,5 0,5+0,6 0,1+0 0,1+0,2 0,1+0,1 0,1+0,1
10 6 96,40 - 0,2+0,7 0,1+0,7 0,20 0,6+0,4 0,1+0,1 0,1+0 0,1+0,3 0,1+1,5
Bet:1,2-B (1:4) 9 116,40 - 0,2+1,6 0,1+0,5 0,20 0,6+0,4 0,1+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1 0,1+1,2
20 3 99,1+0 0,1+1,5 0,1+4,7 0,1+0,5 0,2+0,1 0,2+1,2 0,1+0 00,1 0,2+0,2 0,1+0,6
6 130,70 0,1+5,4 0,1+11 0,1+0,1 0,20 0,2+0,8 0,1+3,2 0,1+8,4 0,2+0,5 0,1+2,1
50 3 1230 06 0,2+1,4 0,1+0,4 0,20 0,6+0,7 0,1+0,1 0,1+0,2 0,1+0,1 0,1+0,8

(-) compuesto no identificado.
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Tabla A. 17. Cuantificacidon por HPLC de la optimizacién de la extraccidn asistida por microondas utilizando 70% EtOH y Bet:1,2B (1:4) como disolventes. Condiciones
experimentales: relacion D:M= 10; t extraccion= 3, 6, 9 min; T= 60, 100 °C, t centrifugacion (4200 rpm) = 10 min.

T t HPLC (mg/g RSN + RDS%)
(°C) (min)
HESP NAR CAT RUT QUER GA CafA p-CuA FA PRO
3 23,70 - 0,1+0 0,1+0,1 02+0 031 0,1+0 0,1+0,1 0,1+0,3 0,1%0,5
60 6 2710 - 0,1+0 0,1+0,3 0,2+0 0,2+0 0,1+0,1 0,10 0,1+0,5 0,1%0,5
EtOH 9 18,5+0,5 - 0,1+0,5 0,1+0,5 02+0 0,30,1 0,1+0 0,1+0,2 0,1+1,2 0,1+20,7
3 40,4+0,1 - 02+0 0,1+0,5 02+0 04+0 0,1+0,3 0,2+1,7 0,1+0,6 0,1%0,3
100 6 55,60 - 0,1+1,7 0,1£0,7 0,2+0 0,4%0,1 0,1+0,1 0,2%0,1 0,1+0,4 0,1%0,9
9 32,20 - 0,1+0 0,1%1 02+0 0,4+0,1 0,1+0 0,11 0,1+0,2 0,1+04
3 8,410,2 - 0+1,9 0,1+1,6 0,2+0,1 0,2+0,2 0,1+0 0,1+0,2 0+0,1 -
60 6 13+0,1 - 0+2,8 0,1£0,8 0,2+0 0,2%0,1 - 01%1,1 0,1+0,3 0,1+73,7
Bet:1,2-B 9 16,4+0,1 - 0£0,5 0,1+2)9 0,20 0£0,2 0,1+0 0,1+0,4 0,1+0,1 0+0,1
(1:4) 3 88,410,2 - 0,1+2,3 0,1%2 - 0,1+0 0,1+0,1 0,1+0,1 0,1+0,5 -
100 6 41+0,1 - 0,1+3,1 0,1+1,3 - - 0,1+0,1 0,1%+0,1 0,1+0,6 -
9 33,8+ 0,5 - 0,1+3,5 0,1%2 - - 0,1+0 0,1+0,1 0,1+04 -

(-) compuesto no identificado.
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Tabla A. 18. Extraccion de RSN utilizando biodisolventes (2MeTHF, CPME, EL, DMI, CYR, GVL) mediante extraccidn con agitador orbital (EAO), extraccidn asistida por sonda
de ultrasonidos (EASU) y extraccidn asistida por microondas (EAM). Contenido de compuestos fendlicos totales (TPC), contenido de flavonoides totales (TFC) y
capacidad antioxidante (CA). Condiciones experimentales: relacién D:M= 10. EAO: t extraccidn= 30 min; T extraccién= 60 °C, Agitacién: 900 rpm. EASU: t extraccion=
6min; P =10 W. EAM: t extraccién= 6 min; T= 100 °C, t centrifugacion (4200 rpm) = 10 min.

TPC TFC CA
(mg GAE/ g RSN) (mg QE / g RSN) (mg TE/ g RSN)
2MeTHF 2,310,3 18,710 0+0
CPME 0,312 8,314,8 00
EL 4,1+0,4 10,740,2 0,610,2
EAO
DMI 2,610,3 10,540,1 0,3+0,3
CYR 20,2+0,3 10,410 0,8t1,1
GVL 2,310,1 27,6%0,2 0,5t1,1
2MeTHF 3,410,1 17,410,2 00
CPME 0,216,3 6,210,2 0,3+0,2
EL 5,610 810 1,240,2
EASU
DMI 5,5+0,1 1040,1 1,440,2
CYR 31,1+0,2 13,740,2 1,320,1
GVL 5,8+1,1 29,4+0,3 1,940,2
2MeTHF 310 18,6%0,3 0,2+1,3
CPME 0,4+0,9 7,8+1,6 0,1+0,4
EL 5,310,1 8,910,2 0,410,4
EAM
DMI 4,610,1 8,910,1 0,2+0,7
CYR 28,312 12,410,1 0,7+0,2
GVL 25,6+0,1 12,610 1,310,2
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Tabla A. 19. Extraccién de RSN utilizando biodisolventes (2MeTHF, CPME, EL, DMI, CYR, GVL) mediante extraccion con agitador orbital (EAQ), extraccion asistida por sonda
de ultrasonidos (EASU) y extraccion asistida por microondas (EAM). Cuantificacion de compuestos fendlicos mediante HPLC-DAD vy cuantificacién de azucares
mediante HPLC-RI. Condiciones experimentales: relacién D:M= 10. EAO: t extraccién= 30 min; T extraccion= 60 °C, Agitacidon: 900 rpm. EASU: t extraccién= 6min;

P =10 W. EAM: t extraccidn= 6 min; T= 100 °C, t centrifugacion (4200 rpm) = 10 min.

HPLC (mg/g RSN + RDS%)

HESP NAR CAT RUT QUER AG AcCaf ApC AF AP SAC GLU FRU
2MeTHF 0,5£0,7 0+8,7 - - - 0,210 - 0,0+14 0,043,7 - - - -
CPME 0,4+0,0 0+3,2 04,1 - 0+12,8 - 0+0,3 00,8 0+0,8 0,0+0,2 - 3,618,6 7,8%1,6
EAD EL 9,2+2,8  1,0+3,6 0,0+3 0,0+1 - 0,2+4 - 0+1 0+1 - 341,2+1,9 305,2+4,6 249,8t1,6
DMI 13,1+1,8 - - 0,0+3,5 - 0,1+1,7 - - 0+2,5 0,2+2,9 151,6+2,5 228,4+2,8 210,7+1,2
CYR 5,545,9 0+1,3 - 0+1,5 - - - 0+0,7 0+2,2 - 54,319,5 94+8,6 1,9+11,5
GVL 6,6+t74  0,6+2,1 0,1+4,2 0%3,1 - 0,1+2,6 - 0+3,6 01 - 32,943 67,7+2,1  21,343,7
2MeTHF 0,8+1,5 0,8%0,9 0#£11,5 - - 0,3+2,2 0+0,3 0+1,4 0,2¢0,1 0,1+0,9 5,27,5 12,7+0,9 52,5#15,2
CPME 0,7+0,4 0+2,5 0+0,6 - 0+4,3 0+1,3 0+0,2 00,8 0+1,5 00,2 0,7+5,9 3,1+1,3 4+1,3
EASU EL 19,2+0,2 - 0,2+3,3 01,5 - 0,315,4 - 0+0,7 0+2,7 0,245,7 274,2+10,3 253,2+#1,9 476,9+1,1
DMI 29,9+0,1 0,1+49 0,2+0,7 0,1+0,8 - 0,2+0,5  0#3 0+0,7 0,1+2,7 0,3%1,7 250,54¢9,6  352,4+6,7 133,5%5,9
CYR 19,5+0,6 - - - - - - 0+0,9 00,6 - 4,145,2 6,7+2,8 80,310,6
GVL 24,8+0,3 - 0,4+7,7 - - 0,3#4,1 - 0+4,2 0+14,5 0,1+0,2 58+3,9 68,5+3,6 1345,6
2MeTHF 1,2+1,9 - 0+15,4 - - 0,3+0,3 - 0+5,3 0,2#2,1 0,1+0,2 1,618,7 7,146  67,4%17,7
CPME 0,2+0,5 0+1,7 0+2,2 - 0+7,1 0+1,1 - 0+3,2 0+2,1 00,3 0,68,4 3,243,9 4,314,4
EL 12+2,7  2,2411,4 0,1+14 0£21,8 - 0,2+1,6 010 - 0+1 0,1+0,2 253,8+6,1 311,1+1,3 449,613
FAM DMI 24,7+0,1 - - 0+1,2 - 0,2+0,8 00 - 0+2,6 0,243,2 166,1+4,3  262,8+1,6 122,1+4,8
CYR 14,040,0 - - - - - - 00 01,2 - 3,4+2,7 19,7+#5,9  21,7+4,7
GVL 17,8+1,5 2,80 0,3+0 0+0 - 0,2+0  0+0,3 045,6 0+6,1 0,1+0 8,5+3,8 50,54 79,5+1,9

(-) compuesto no identificado.
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Tabla A. 20. Optimizacion con GVL como disolvente de la extraccion asistida por sonda de ultrasonidos y microondas. Cuantificacién de compuestos fendlicos mediante
HPLC-DAD vy cuantificacién de azucares mediante HPLC-RI. Condiciones experimentales: relacion D:M= 10. EAO. EASU: t extraccién=1,5; 3y 6 min; P =10y 20 W.
EAM: t extraccién=1,5; 3; 6; 9y 12 min; T= 60, 80 y 100 °C, t centrifugacién (4200 rpm) = 10 min.

t HPLC (mg/g RSN £ RDS%)
(min)
HESP CAT RUT AG ACaf ApC AF AP SAC GLU FRU
1,5 8,4+0,3 011 0+06 01+0,5 01,2 0+0,8 0+1,3 01+1,1 38,3t4,4 37,4+25 20,4+4,9
10W 3 12,8 +0,2 0,2+3,4 0+0,2 020,77 029 0+1,3 0t2 0,1+1,1 47,6 £0,8 68 +2,5 58,5+2,7
EASU 6 22,2+1 03+158 0+15 0425 04 0,1+2,2 0+1,7 0,1+1,4 21,7+1,6 82,2+1 129,9+0,6
20W 1,5 12,4+0,1 0,2%+0,5 0+1,9 0,2%+4 0+1,5 01,4 0+1,9 0,1+0,4 75,1+1,6 77,6 £0,5 63,6+1,5
231 0,31+4,7 0+22 0366 0+11 0,1+04 0+2,3 0,1+0,5 26,3+2,9 83,7+1,4 147 +0,4
60 °C 6 95+0,3 0,1+0,4 0+0,7 0,1+0,7 014 0+1,6 00,4 0,1+0,2 45,1+0,9 50,5+2,3 31,3+4,6
80 °C 6 8,8+0,2 0,1+4,7 o0+14 0206 0zx19 0x0 0£1,2 0,1+£0,3 32,71 42,2+0,3 38,1+4,7
1,5 10,4 +0,2 0,1+4,2 0+25 0,258 024 0+0,6 0+0,6 0,1+1,2 32,8+2,7 37,3+1,9 39,6 +3,6
EAM 3 19,80 021 0x1 03+06 0%53 0,1+0,3 0+2,3 0,1+0,5 28+3,5 83,9%4,3 131,8+2,1
100 °C 6 12,4+2,7 0,2%£0,3 0+£1,1 0304 04,5 0£1,3 00,4 0,1+£0,5 51+1,2 55,3+0,8 70,9+0,4
9 12,9+0,3 0,2+10 0+18 03+0,7 028 00,4 0,1+0,3 0,1%1,1 56,4 +3,6 55,7+2 71,2+2,6
12 13,7+0,2 0,2%1,2 0+23 03x04 0zl 0£1,5 01,1 0,1+£0,1 51,7+1,5 56,3+1,1 80,9+0,7

Naringina y quercetina no identificadas en ningln extracto.
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Tabla A. 21.0ptimizacion con EL como disolvente de la extraccién asistida por sonda de ultrasonidos y microondas. Cuantificacién de compuestos fendlicos mediante HPLC-
DAD vy cuantificacion de azlcares mediante HPLC-RI. Condiciones experimentales: relacién D:M= 10. EASU: t extraccidon=1,5; 3 y 6 min; P =10 y 20 W. EAM: t
extraccion=1,5; 3; 6; 9y 12 min; T= 60, 80 y 100 °C, t centrifugacion (4200 rpm) = 10 min.

t HPLC (mg/g RSN + RDS%)
(min)
HESP NAR CAT RUT AG AcCaf ApC AF AP SAC GLU FRU
1,5 10,1+6,3 3+104 0,1+94 00,7 03t43 0104 0134 0+1,7 0105 1499+2,6 183,1+2,5 164,6+2,1
10W 3 10,5+4,3 29+17 0,1+3,8 0zx2 04+06 0t1 0+£109 0x16 0,110,2 262,2+6,4 2299+2,1 2252+0,9
EASU 6 15,1+54 4,41 0,1+49 0+85 04+14 0+06 0111 0+0,2 0,1%+0,2 3999+3,7 316,7+0,8 342,7%2,6
12 156+79 63+15 02+48 0x24 0,711 0+x19 0,1%£0,7 0,1x1 0,11 582,5+4,5 256,514 518,1+1,3
1,5 10,1+3,6 25+4,7 013 0+2,1 03+22 0t1 06 0+4,7 01zx1,1 2476+7,3 229+1,9 2253+6
20W 3 16+3,2 4,7+9,5 0,1+13 0t1 04+1 0+16 0,1+1,1 006 0,109 361,8+0,3 318,8+0,5 370,8%0,6
60 °C 6 65+4,2 23+23 01,9 0+05 02+04 0+0,1 0127 0+14 0,1+0,5 2639+6,5 119,3+1,1 106,9+11,9
80°C 6 83+0,9 3+11 0,1+11 03 0,3+0,1 0+25 0+15 0+09 0,1+0,6 289,8+4,2 208,7+1,3 2156+2,5
15 7,823 25%6,2 01+25 0%19 03+28 0+18 024 0+4,4 0,1+0,2 227,8+59 1454+0,6 166,6%1,1
EAM 3 9,1+51 3,1+4,8 0,1+38 0%6 0,312 0+0,8 02,7 0+12 0,1+0,2 2119+35 160,6+4,9 185,5+4,8
100 °C 6 76+741 35+1,4 01+19 0%12 04+04 0+29 00,6 0t2 0,1+0,8 307,7+2,9 236,7+1,9 3199+1,4
9 10,3+1,7 36+33 0,1%+7,3 01 0,4+0,2 0+39 0%49 0+39 0,1+09 257,1+2,8 268,64 327,3%2,9

12 11,4+1,8 38+68 0,1+2,1 0+18 0,5%+23 09 0,1%3 0+0,3 0,1+04 341,1+58 252,9+2,2 352,2%0,7
Quercetina no identificada en ningln extracto.

Tabla A. 22. Valorizacion del RSN a través de extraccidn en cascada. Etapa 1: Extraccidn asistida por sonda de ultrasonidos con EL como disolvente. Etapa 2: extraccidn
asistida por ultrasonidos con GVL como disolvente. Condiciones experimentales Etapa 1y 2: relacion D:M= 10. EASU: t extraccién= 6 min; P =10 W, t centrifugacion
(4200 rpm) = 10 min.

HPLC (mg/g RSN + RDS%)

HESP NAR CAT RUT QUER AG AcCaf ApC AF AP SAC GLU FRU
Etapa 1l 26,7+0,1 - 03+11 0+1,8 - 04+06 0+11 0,1%1,7 0%52 0,2+1,3 21,9+ 4 76,5+ 6 147,7+0,4
Etapa 2 - - - - - - - - - - 386,21 0,3 202,5+ 3,5 252,61 2,1

(-) compuesto no cuantificable.
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