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Acronimos y abreviaturas

ADPN Adiponectina

AraGalOS Arabinogalactooligosacaridos

AraOS Arabinooligosacéridos

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficacia
CNV Compuestos no volatiles

CS Contenido seco

DE Grado de esterificacion

DM Grado de metilacion

DP Grado de polimerizacion

FISH Fluorescence in situ hybridization (Hibridacién in situ fluorescente)
FOS Fructooligosacaridos

GalA Acido galacturénico

GalOS Galactooligosacaridos

GOS Glucooligosacaridos

HG Homogalacturonano

HMOs Oligosacaridos de la leche humana
IL-1pB, IL-4, IL-6 | Interleuquina 1B,4y 6

iNOS Oxido nitrico sintasa inducible

INV Impurezas no volatiles

ISAPP International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics
IcFOS Fructooligosacaridos de cadena larga
LPOS Oligosacéridos de céscara de limon
LPS Lipopolisacarido

mPOS Pectooligosacaridos metilados
mRNA ARN mensajero

NO Oxido nitrico

OGalA Oligogalacturénidos

OND Oligosacaridos no digeribles

PGA Acido Poligalacturénico

PHA Posthidrolisis dcida

PHE Posthidrolisis enzimatica

POS Pectooligosacaridos

RamnOS Ramnooligosacaridos

RhaGalAOS Ramnogalacturonoligosacaridos

RCL Residuo de céscara de limon

RG-I Ramnogalacturonano tipo I

RG-II Ramnogalacturonano tipo II

RLS Relacion liquido-solido

rRNA Ribosomal RNA

SCFA Acidos grasos de cadena corta
scGalOS Galactooligosacéridos de cadena corta
spp- species plural

STH Sélido para tratamiento hidrotérmico
Tméx Temperatura maxima

VIH-1 Virus de inmunodeficiencia humana 1
XilOGalA Xilooligogalacturénidos

XOS Xilooligosacaridos




Resumen (126 palabras): La microbiota intestinal estd influida por multiples factores y es
determinante en la salud y en el desarrollo de enfermedades como el asma o la obesidad. Puede
ser modulada a través de la dieta y de prebidticos, sustratos que alcanzan el colon y son
metabolizados por las bacterias colénicas, que producen moléculas beneficiosas para el
individuo. Las propiedades de los prebidticos dependen de sus caracteristicas fisicoquimicas,
siendo los oligogalacturonidos de bajo DP una alternativa interesante. En este proyecto se
plantea un método de produccion de mezclas de oligogalacturénidos de bajo peso molecular
partiendo de residuos de céascara de limon, que fueron procesados mediante una extraccion
acuosa multietapa, un tratamiento hidrotérmico a 155°C y una hidrélisis con preparados
comerciales de pectinasas. Las mezclas obtenidas presentaron capacidad antioxidante.
Resumo (118 palabras): A microbiota intestinal esta influenciada por multiples factores e ¢
determinante na saide e no desenvolvemento de enfermidades como a asma ou a obesidade.
Podese modular mediante a dieta e os prebioticos, sustratos que chegan ao colon e que son
metabolizados polas bacterias colonicas, que producen moléculas beneficiosas para o individuo.
As propiedades dos prebioticos dependen das suas caracteristicas fisicoquimicas, sendo unha
alternativa interesante os oligogalacturénidos de baixo DP. Este proxecto propéon un método
para a produciéon de mesturas de oligogalacturonidos de baixo peso molecular a partir de
residuos de casca de limon, que foron procesados mediante extraccion acuosa multietapa,
tratamento hidrotermal a 155°C e hidrdlise con preparados comerciais de pectinasas. As
mesturas obtidas presentaron capacidade antioxidante.

Abstract (112 words): The intestinal microbiota is influenced by multiple factors and is
decisive in health and in the development of diseases such as asthma or obesity. It can be
modulated through diet and prebiotics, substrates that reach the colon and are metabolized by
colonic bacteria, which produce beneficial molecules for the individual. The properties of
prebiotics depend on their physicochemical characteristics, with low DP oligogalacturonides
being an interesting alternative. This project proposes a method for the production of low
molecular weight oligogalacturonide mixtures starting from lemon peel residues, which were
processed by means of multi-stage aqueous extraction, hydrothermal treatment at 155°C and
hydrolysis with commercial preparations of pectinases. The obtained mixtures presented

antioxidant capacity.



INTRODUCCION

1.1. Microbiota intestinal y salud

La microbiota humana es el conjunto de microorganismos que colonizan la piel, las mucosas y
el intestino humano, existiendo aproximadamente 1,3 bacterias por cada célula humana en
nuestro organismo (Sender et al., 2016). El tracto intestinal es el principal ambiente en el que
se asientan las bacterias de la microbiota, que alcanzan las 1000 especies y que forman
comunidades que difieren mucho entre individuos, pudiendo determinar la diferencia
interindividual de respuesta del organismo a distintos estimulos. Por el momento, no se conocen
con exactitud los mecanismos por los que la microbiota afecta a la salud del hospedador, pero
se sabe que existe una correlacion entre la alteracion de la microbiota y multiples patologias,
como la enfermedad inflamatoria intestinal, el cancer o la depresion (Gilbert ef al., 2018).

En un principio se creia que E. coli era una de las bacterias mas abundantes del intestino, por
su facilidad de ser cultivada (Lozupone ef al., 2012), pero estudios posteriores (Finegold et al.,
1983) revelaron que las bacterias mas prevalentes y abundantes eran los Bacteroides y los cocci
anaerobios. Otras bacterias con una alta prevalencia, si bien poco abundantes, son las de los
géneros Bifidobacterium, Eubacterium, Lactobacillus, Streptococcus 'y Escherichia. Franks et
al. (1998) revelaron que aproximadamente dos tercios de la microbiota intestinal se compone
de Bacteroides, Clostridium, Streptococcus/Lactococcus 'y Eubacterium rectale.

La microbiota de los seres humanos es tnica para cada individuo y los factores que afectan su
composicion son diversos: genética (Goodrich et al. (2014)), dieta, ejercicio, estilo de vida...
Una dieta estable sostenida en el tiempo determina en gran medida la composicion de la
microbiota intestinal, si bien los cambios repentinos en la dieta pueden inducir cambios
drésticos en la microbiota de mucha gente (Gilbert et al., 2018). Los antibioticos condicionan
las comunidades bacterianas del hospedador y su administracion durante la edad temprana
puede causar alteraciones importantes en la microbiota intestinal que pueden conducir a padecer
obesidad, asma y enfermedad inflamatoria intestinal (Trasande et al., 2013; Gilbert et al., 2018).
El ejercicio fisico reduce la inflamacion y promueve cambios sutiles de la microbiota (Cook et
al., 2016). La interaccién con animales de compaiia en la edad temprana esta asociada a un
menor riesgo de asma y la interrupcion temprana de esta interaccion en poblaciones con un
historial cultural de proximidad con estos animales aumenta el riesgo de atopia en estos
individuos, especialmente de asma (Stein et al., 2016). El estrés psicoldogico aumenta la
permeabilidad intestinal, promoviendo cambios en las comunidades de Bacteroidetes y
Actinobacteria y en la concentracion de marcadores de inflamacion (Karl et al., 2017). Por
ultimo, la interaccion social y el contacto fisico homogenizan las microbiotas de quienes

establecen dichas interacciones (Gilbert ef al., 2018).



La microbiota regula diversos mecanismos del organismo, como la lipogénesis y la oxidacion
de acidos grasos, influyendo en el metabolismo energético y en el peso corporal (Gérard, 2016).
Scher et al. (2013) revelaron el posible papel de Prevotella copri en la artritis reumatoide de
nueva aparicion, reduciendo las comunidades de Bacteroides. Kostic et al. (2013) observaron
que Fusobacterium spp. estd mas presente en pacientes con adenoma colonico y que, en ratones,
promueve la infiltraciéon de células tumorales, que favorecen la progresion tumoral. En
pacientes con aterosclerosis sintomatica, las bacterias del género Collinsella se encontraban
enriquecidas, frente a los controles, que mostraron mayor abundancia de Roseburia y
Eubacterium (Karlsson et al., 2012).

En sintesis, la microbiota del colon juega un papel importante en la salud humana y puede ser
modulada a través de diversos factores como la dieta y el consumo de probidticos y prebioticos,
que actuan sobre la composicion bacteriana y su actividad metabolica.

1.2. Prebidticos: definicion y tipos

De acuerdo con la ISAPP, un prebidtico es un “sustrato que es utilizado selectivamente por los
microorganismos del hospedador, confiriendo un beneficio para la salud” (Gibson et al., 2017).
Los prebidticos mas comunmente estudiados son la fibra soluble de inulina, los
fructooligosacaridos (FOS), los galactooligosacaridos (GalOS) y, mas recientemente, los
oligosacaridos de la leche humana o HMOs.

No obstante, existe un creciente interés por la produccion, evaluacion y comercializacion de
nuevos prebidticos con potenciales efectos mejorados y propiedades adicionales. En este
contexto, los oligosacaridos pécticos (POS), obtenidos por ruptura de la pectina, podrian ser
una alternativa interesante, siendo el objeto de estudio de multiples grupos de investigacion en
todo el mundo.

La pectina es un polisacdrido complejo que representa un alto porcentaje de algunos
subproductos agroindustriales, como la pulpa de manzana, la pulpa de la remolacha azucarera
o de las cascaras de los citricos (Gullén ef al., 2013; Gamonpilas et al., 2021). Estos
subproductos pueden ser procesados para generar una variedad de fragmentos incluyendo
oligogalacturonidos (OGalA), arabinogalactooligosacaridos (AraGalOS),
arabinooligosacaridos (AraOS) y galactooligosacaridos (GalOS), que pueden presentar diversas
propiedades bioldgicas y/o potencial prebiotico.

Cuando los prebioticos alcanzan el colon, son fermentados por la microbiota intestinal dando
lugar a cambios en las poblaciones bacterianas y a la generacion, principalmente, de 4cidos
grasos de cadena corta (acetato, propionato y butirato), siendo el butirato uno de los metabolitos

mas importante, entre otros motivos, por sus efectos antiinflamatorios (Andoh et al., 1999).



A pesar de que los AraOS (obtenidos, principalmente, a partir de la pulpa de la remolacha
azucarera) muestran un alto potencial bifidogénico (Al-Tamimi et al., 2006) y resultan de
interés, los oligogalacturonidos de bajo DP han demostrado tener interesantes propiedades
biologicas y prebidticas.

1.3. La biomasa vegetal como materia prima para la obtencion de prebioticos

1.3.1. Los materiales lignoceluldsicos

La biomasa lignocelulosica es la materia prima mas abundante en la Tierra y estd compuesta
por lignina y polisacaridos como la celulosa y las hemicelulosas. En algunos materiales
lignoceluldsicos, como la madera de Eucalyptus globulus, abunda el xilano, un polisacarido
hemicelul6sico a partir del cual se pueden obtener xilooligosacaridos (XOS) mediante métodos
enzimaticos, quimicos o una combinacién de ambos (Samanta et al., 2015). Los XOS tienen
propiedades prebioticas, antioxidantes y citoprotectoras y estan recomendados como sustitutos
del azticar de mesa para pacientes con diabetes, pues no alteran la glucemia. Estos productos se
pueden obtener a partir de materiales vegetales diversos, como la madera de haya (Remoén et
al., 2019), la madera de abedul y el centeno (Falck et al., 2013), favoreciendo la economia
circular y la revalorizacion de la biomasa vegetal.

1.3.2. Materiales ricos en pectinas

Los oligosacaridos pécticos o pectooligosacaridos (POS) son un conjunto de oligdmeros
obtenibles por ruptura de las cadenas de pectina y que se han convertidos en una interesante
alternativa a los prebidticos més establecidos, siendo el objeto de estudio de numerosos grupos
de investigacion a nivel mundial.

Las pectinas son polisacaridos complejos formados por tres componentes estructurales principales:
el homogalacturonano (HG), el ramnogalacturonano tipo I (RG-I) y el ramnogalacturonano tipo II
(RG-II). EI HG constituye el esqueleto principal de la pectina y estd formado por mondmeros de
acido D-galacturonico unidos por enlace a (1-4). E1 RG-I es un polimero constituido por ramnosa
y éacido galacturonico que tiene ramificaciones complejas formadas por cadenas de
arabinogalactano I y II, galactano y arabinano. Por su parte, el RG-II es una cadena de acido
galacturénico que presenta ramificaciones complejas de hasta 12 tipos de azlicares minoritarios.
La pectina representa en torno al 30% del peso seco de las células vegetales, en las que actua
como cementante en la pared celular. Para su uso comercial, la pectina se obtiene de la cascara
de citricos, de la pulpa de la remolacha azucarera (Yapo et al., 2007; Huang et al., 2017), del
bagazo de manzana (Kumar et al. (2010)) y de las pieles de otras frutas. Para la obtencion de la
pectina se utilizan normalmente procesos quimicos que involucran el tratamiento con acidos y

que determinan las caracteristicas del producto final.
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Figura 1. Esquema estructural del RG-II, extraido de Wikimedia Commons. Se observa el esqueleto central de
GalA, presente también en el HG, con ramificaciones con ramnosa, apiosa y otros azucares.

1.3.3. La cascara de limon: un subproducto agroindustrial rico en pectinas

El limén es un producto de uso habitual en la gastronomia de muchas culturas y su produccion
mundial aumenta anualmente, siendo Europa la principal productora mundial y Espafia la lider
en produccion europea y en exportacion mundial de limén. La produccion industrial de zumo
es el destino mayoritario del limén, en el cual se generan residuos tras la extraccion y
centrifugacion del jugo que representan en torno al 50% del peso total del limon (Gonzélez
Molina et al., 2010). La via de produccion de prebioticos, incorporables en alimentos
funcionales, es una via de revalorizacion de gran interés para la industria agroalimentaria y
farmacéutica.

1.4. Métodos de produccion de oligosacaridos

1.4.1. Métodos quimicos

Dentro de los métodos quimicos destacan aquellos que emplean la adicion externa de acidos
(Manderson et al., 2005; Coenen et al., 2008) y los conocidos como tratamientos hidrotérmicos
(Martinez et al., 2009; Martinez et al., 2010).

Los tratamientos hidrotérmicos utilizan Unicamente agua caliente altamente comprimida para
degradar la pectina y obtener fragmentos de tamaio variable procedentes de sus componentes
estructurales (HG, RG-I y RG-II). Son procesos que pueden superar los 200°C, en los que el
catalizador de la reaccion es el ion hidronio, generado de manera espontanea por la ionizacion
del agua, aunque también por disociacion de acidos como el acético, liberado al medio a partir
de grupos funcionales de los polisacaridos. El reactor presenta ademds un sistema de turbinas

que asegura la agitacion del medio y un sistema de refrigeracion, que permite el enfriamiento
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del reactor una vez alcanzada la temperatura deseada. Este procedimiento es respetuoso con el
medio ambiente, pues los Uinicos reactivos son el material crudo y el agua. Ademas, permite
obtener oligosacaridos con un alto rendimiento en menor tiempo que la hidrélisis enzimatica
(Martinez et al., 2010).

1.4.2. Métodos enzimdticos

Los métodos enzimaticos utilizan hidrolasas y liasas para catalizar reacciones de hidrdlisis y de
B-eliminacion, respectivamente, de las cadenas de pectina (Gullon et al., 2013). Para romper la
pectina se suelen utilizar preparados enzimaticos, que combinan distintas actividades como la
celulasa y la poligalacturonasa, entre otras. Gomez et al. (2014) utilizaron
endopoligalacturonasas y pectin liasas para el tratamiento de cascaras de naranja. Los
preparados comerciales de pectinasas suelen contener tres actividades enzimaticas:
poligalacturonasa (PG), pectin esterasa (PE) y pectin liasa (PL) (Combo ef al., 2012). El
tratamiento con endopoligalacturonasas del acido poligalacturénico (PGA) previamente
extraido permite obtener oligogalacturénidos de DP<7 (Coenen et al., 2008; Combo et al.,
2012). Las condiciones de reaccion en la hidrolisis enzimatica son suaves y no requieren adicion
de acidos. Ademas, la actividad de las enzimas es especifica, por lo que se generan productos
bastante puros y con rendimientos favorables (Gémez et al., 2014).

Los métodos mencionados no son excluyentes y se pueden combinar en funcion de los objetivos
perseguidos.

1.5. Propiedades bioldgicas de interés de los oligosacaridos

L1.5.1. Efectos prebiéticos de los POS.

Estudios de fermentacion in vitro muestran que los oligosacaridos pécticos son selectivamente
consumidos por ciertos tipos bacterianos. Los RhaGalAOS son fermentados por Bacteroides
spp. mientras que Clostridium spp. muestran baja afinidad por este tipo de oligdmeros (Van
Laere et al., 2000). Los AraGalOS y AraOS son utilizados selectivamente por Bifidobacterium.
La fermentabilidad de los POS viene determinada por sus caracteristicas fisicoquimicas, como
el grado de metilacion (DM), el DP o el grado de esterificacion (DE). Las bacterias
Bifidobacterium angulatum, B. infantis 'y Bifidobacterium adolescentis utilizan,
preferentemente, los POS de bajo DM (Olano-Martin et al. (2002)). Extractos de POS de DP
3-7 favorecen selectivamente el crecimiento de Bifidobacterium, mientras que no afectan al de
Bacteroides y Clostridium (Mandalari et al., 2007). Bifidobacterium longum y Bacteroides
vulgatus utilizan selectivamente AraOS de DP>3 de una mezcla de composicion heterogénea
(Suzuki et al.,2004). Onumpai ef al. (2011) obtuvieron mezclas de OGalA de DP en rangos de
2-10 y de 4-23 y demostrdé que el OGalA metilado promovia el crecimiento de

Faecalibacterium prausnitzii, una bacteria productora de butirato (Larsen et al., 2019). El grado



de esterificacion (DE) parece ser un factor limitante sobre el crecimiento celular y aumenta la
digestibilidad de los POS en comparacién con las pectinas (Olano-Martin et al., 2002).

Los beneficios de los POS dependen de interacciones complejas entre bacterias, observandose
mecanismos de sinergia, antagonismo y competitividad. Algunas bacterias capaces de
metabolizar ciertos POS producen compuestos que benefician otras bacterias incapaces de
utilizar los POS. Muchos estudios in vivo e in vitro se han dedicado a describir los patrones de
fermentacion y los efectos metabolicos de diversas pectinas y POS (Gullon et al., 2009), siendo
de gran utilidad el trabajo con inoculos fecales.

POS obtenidos de naranjas de Valencia fueron utilizados en los indculos fecales humanos por
bifidobacteria, aumentando su proliferacién y su produccion de acetato, butirato y propionato
(Hotchkiss et al. (2007)). La utilizacion de un extracto de POS obtenido a partir de bagazo de
manzana por parte de bacterias presentes en heces humanas resultd en un cambio en las
poblaciones de los microorganismos, aumentando el crecimiento de Bifidobacterium,
Clostridium coccoides, Eubacterium rectale y Bacteroides-Prevotella (Gullon et al., 2011).
Ademas, aument6 la produccion de propionato, inhibidor de la sintesis hepatica de colesterol
(Amaral et al., 1992) y regulador de la respuesta de insulina postprandial (Leclére et al., 1994).
En humanos, se sabe que la suministracion de POS a infantes en las formulas infantiles favorece
el crecimiento de lactobacilli y bifidobacteria en el intestino (Fanaro ef al., 2005; Magne et al.,
2008). También demuestra beneficios la administracion de mezclas de prebiodticos a enfermos
en fases tempranas de VIH-1, promoviendo el crecimiento de bifidobacteria y disminuyendo
las poblaciones de patégenos como Clostridium lituseburense y Clostridium histolyticum (Gori
etal.,2011).

1.5.2. Otras propiedades biologicas de los POS

Los POS presentan multiples propiedades de interés biologico, que quedan recogidas en
numerosos estudios. Las pectinas y POS proporcionan proteccion a las células del colon de la
toxina Shiga secretada por la cepa patogénica E. coli O157:H7 (Olano-Martin, 2003). Ademas,
estimulan la apoptosis de células de adenocarcinoma en el colon humano (Olano-Martin et al.,
2003). Los oligosacaridos acidos obtenidos de fuentes naturales bloquean la adherencia de
cepas patogénicas de E. coli sobre células uroepiteliales (Guggenbichler ef al., 1997). Li et al.
(2010) obtuvieron POS a partir de la fruta del espino chino que, en ratones, disminuyeron los
niveles de colesterol y de triglicéridos en sangre, activaron la superdxido dismutasa e inhibieron
la sintesis y acumulacion de malondialdehido, marcador de estrés oxidativo. En ensayos in vivo,
los POS producen efectos sinérgicos junto con otros oligosacaridos no digeribles (FOS y
GalOS), potenciando la inmunomodulacion (Gullon ef al., 2013). Zhu et al. (2019) obtuvieron

POS a partir del fruto de Actinidia arguta que mostraron in vitro un efecto inhibidor de la
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glicacion, proceso no enzimatico que altera la funcion de diversas biomoléculas. Yeung ef al.
(2021) obtuvieron, a partir de la pectina de ocra, POS de bajo peso molecular con actividad
antioxidante y antiinflamatoria mejorada con respecto a la pectina. Ademads, estos POS
promovieron el crecimiento de L. rhamnosus y B. longum y la produccion de SCFAs e
inhibieron la produccién de NO inducida por LPS y la expresion de los mRNAs de IL-15 e IL-
6 mediante la regulacion negativa de la via de NF-«f.

La capacidad antioxidante es una de las propiedades mas llamativas de los POS, que disminuye
el estrés oxidativo implicado en el desarrollo de enfermedades de gran impacto clinico. Esta
propiedad ha sido estudiada por varios grupos de investigacion (Li et al. (2014); Chen et al.
(2016); Ogutu y Mu (2017)), observando que la actividad antioxidante aumenta al degradar las
pectinas (Chen et al., 2016) y que es dosis-dependiente, incrementandose a medida que la
concentracion de POS aumenta (Hosseini-Abari et al 2021). La presencia de grupos funcionales
carboxilo, hidroxilo y metoxilo puede potenciar el efecto antioxidante de los compuestos
fenolicos (Chen et al., 2020), y la abundancia de acido galacturénico podria ser central en la
potencia de la capacidad antioxidante (Wang et al., 2016).

Xue et al. (2021) demostraron que las mezclas de POS ricas en OGalA de DP 2-4 mostraban la
mejor actividad antibacteriana, comparandolas con otras mezclas ricas en moléculas de mayor
peso molecular. Finalmente, Rajulapati et al. (2021) demostraron que los acidos di- y
trigalacturénico (insaturados y metilados o no metilados) presentan una alta biocompatibilidad
con c¢lulas sanas de rinén humano (HEK293) y citotoxicidad contra células de cancer de colon
HT29, siendo el efecto anticancerigeno mayor en los OGalA y en mPOS frente a los POS no
metilados.

De acuerdo con los resultados mencionados y para avanzar en el establecimiento de las
interrelaciones estructura-funcion, se deberian obtener nuevas mezclas de oligogalacturonidos
bien definidas y caracterizadas, empleando procesos de produccion sostenibles y respetuosos
con el medio ambiente. La reduccion del DP supone una mejoria de muchas propiedades
bioldgicas y prebioticas. Por otro lado, causan un aumento de solubilidad de los POS,
haciéndolos aplicables a mas alimentos funcionales, incluyendo los liquidos. Gamonpilas ef al.
(2021) demostraron que es necesario reducir el peso molecular de las pectinas para conseguir
una mejora de sus propiedades, incluyendo aqui la solubilidad y las propiedades bioldgicas. Los
tratamientos enzimaticos podrian ser una alternativa adecuada para alcanzar los objetivos
planteados de reducir el grado de polimerizacion y mejorar las propiedades bioldgicas y de

solubilidad.



2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

2.1. Objetivos

El objetivo general del trabajo fue el desarrollo de un proceso verde y sostenible destinado a la
obtencion de mezclas de oligogalacturonidos de bajo peso molecular usando cascaras de limon
como materia prima, asi como la evaluacion de algunas propiedades bioldgicas de interés de
los productos obtenidos. Con este estudio se pretende, también, contribuir al desarrollo de la
economia circular mediante el uso y valorizacion de un subproducto agroindustrial y a la
obtencion de nuevos ingredientes funcionales destinados a la salud humana.

Para alcanzar ese objetivo, se plantearon una serie de objetivos parciales, que se fueron
abordando de manera secuencial:

- Estudio de la recuperacion de los azucares solubles presentes en la materia prima mediante
el empleo de un sistema de extraccion multietapa en flujo cruzado usando agua como
disolvente.

- Estudio del procesamiento hidrotérmico del solido libre de azucares para la obtencion de
licores ricos en mezclas de oligosacaridos con amplio rango de tamafios moleculares.

- Estudio de la produccion de oligogalacturonidos de bajo grado de polimerizacion mediante
hidrolisis enzimatica de los productos obtenidos empleando pectinasas (“DP tailoring”).

- Evaluacion preliminar de propiedades biologicas de interés.

2.2. Plan de trabajo

Para alcanzar los objetivos, se llevaron a cabo las tareas que se enumeran a continuacion:
Tarea 1.- Preparacion de un lote de la cascara de limén y caracterizacion quimica,

Tarea 2.- Estudio del proceso de extraccion de los azlcares libres mediante proceso de
lixiviacion en flujo cruzado de tres etapas.

Tarea 3.- Estudio del proceso de produccion de mezclas de POS mediante tratamiento
hidrotérmico en reactores de 0.6 y 3.75L.

Tarea 4.- Puesta a punto y determinacion de la actividad poligalacturonasa de preparados
comerciales.

Tarea 5.- Estudio de la hidrdlisis enziméatica de los productos (“DP tailoring”) para la obtencion
de oligogalacturénidos de bajo tamafio molecular.

Tarea 6.- Evaluacion de la actividad antioxidante y antihiperglicémica de los productos
obtenidos.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materia prima

Para realizar el trabajo se partiéo de un lote de limones Primofiori, de origen espaiol, de 2*

categoria y calibre 58/67, que se cortaron por la mitad y se exprimieron manualmente intentando
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simular el proceso industrial de produccion de zumo de limén. Posteriormente, se moli6 la
corteza con una trituradora doméstica obteniéndose un lote de s6lidos lo suficientemente grande
para llevar a cabo todo el plan experimental. En adelante, denominaremos RCL (residuo de
cascara de limoén) a este solido triturado.

3.2. Determinacion de humedad

La determinacion de la humedad de los sélidos es un protocolo que ha de aplicarse en muchas
fases del proyecto. Se fundamenta en cuantificar la pérdida de peso que se produce al someter
una muestra del solido a una temperatura suficientemente alta como para conseguir la
evaporacion de toda su agua. Tras pesar en un recipiente una cantidad de material so6lido,
normalmente 1 g, se deposita el recipiente en una estufa a 105 + 3°C hasta peso constante (24-
48 h, normalmente). Posteriormente, se enfria en un desecador con gel de silice y se vuelve a
pesar. La diferencia de peso se corresponde al agua perdida en el proceso de secado en la estufa.

El calculo de la humedad se realiza posteriormente aplicando la siguiente ecuacion:

_ PRMH — PRMS
PRMH — PRS

donde PRMH es el peso del recipiente con el material himedo inicial, PRMS, el del recipiente

con el material seco y PRS, el del recipiente seco.

3.3. Determinacion del contenido en cenizas

La cascara de limon contiene cenizas en cantidad variable que se determinan mediante
incineracion en un horno de mufla a 575°C, calcinandose la materia orgénica. En un crisol de
peso seco conocido se introduce una cantidad de RCL de 1-5 g de humedad conocida. El crisol
se lleva al horno de mufla a una temperatura de 100-150°C y se aumenta la temperatura hasta
575°C de manera gradual. Se mantiene el crisol en el horno hasta peso constante (4-6 h) vy,
posteriormente, se enfria en un desecador con gel de silice, tras lo cual se pesa. El contenido en

cenizas se calcula con la siguiente ecuacion:

PRC — PRS

CC=rMH=PRS - -l

100

donde PRC es el peso en gramos del recipiente seco con cenizas, PRS es el peso en gramos del
recipiente seco, PRMH es el peso en gramos del recipiente seco con la muestra hiimeda inicial
y H es la humedad de la muestra. El ensayo se realiza por duplicado.

3.4. Determinacion de contenido en extractos en etanol del RCL

Para la determinacidn de su contenido en extractos, se tomo una alicuota de RCL y se sometio
a secado total para, posteriormente, moler la muestra hasta un tamafio de particula inferior a 0.5
mm. Al s6lido molido resultante (aproximadamente 2,5 g), se le realizd, finalmente, una

extraccion en Soxhlet durante 12-24h usando 100 mL de etanol al 80% de calidad P.A.
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Transcurrido el tiempo de extraccion, se recuperd el sélido y se dejo a secar para eliminar el
etanol residual. Por otro lado, la mezcla del baldon, que contiene extractos y disolvente, se
sometio a evaporacion en un rotavapor con el fin de acabar de secar por completo los extractos.
Finalmente, se enfri6 el balon en un desecador y se pesd, para conocer asi el porcentaje de
extractos solubles en etanol del RCL.

3.5. Extraccion acuosa del RCL en 3 etapas

La primera fase del procesamiento del RCL consisti6 en la extraccion multietapa de los azlicares
libres empleando agua como agente extractor. Dicha etapa (también denominada extraccion
solido-liquido o lixiviacion) se llevd a cabo sobre el RCL con dos objetivos: 1) recuperar los
azucares libres presentes en la cascara con el fin de que puedan ser empleados como sustratos
en otros procesos quimicos y/o biotecnologicos; y ii) evitar su descomposicion durante el
tratamiento hidrotérmico con la consiguiente generacion de impurezas. En un tanque de vidrio
de capacidad 8 L, se mezclaron una masa definida de RCL (3,3 kg) y agua destilada, calculada
para alcanzar una relacion liquido-sélido (RLS) de 10 kg de agua/kg de solido seco. A
continuacion, se arranco el agitador y el tanque se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente
durante un tiempo prefijado. Al final de esta primera etapa de extraccion, se separ6 el solido
del liquido almacenandose esta ultima en congelador con el fin de usarla futuros trabajos de
investigacion, ya fuera del alcance de este TFM. Por su parte, la fraccion solida residual se
prenso con el fin de recuperar la mayor cantidad de extractos retenidos en su interior. Las dos
siguientes etapas de la extraccion se realizaron fijando una RLS de 20 g/g, manteniendo la
agitacion durante un minimo de 15 minutos. El acoplamiento de estas dos etapas adicionales
garantiza un lavado y eliminacién efectiva de la mayor parte de los azlcares presentes en la
materia prima. En adelante, denominaremos como STH a los s6lidos exentos de azicares libres
resultantes de este proceso de extraccion multietapa.

3.6. Hidrdlisis acida cuantitativa (HAC)

La HAC sirve para caracterizar solidos de origen vegetal y, en este caso, se aplico a los sélidos
procedentes de la extraccion acuosa (STH), a los s6lidos remanentes de la extraccion en Soxhlet
y a la materia prima original (RCL). Para aplicar este protocolo, primero se sec6 el solido en
una estufa hasta alcanzar una humedad inferior al 20% y posteriormente se molié hasta un
tamano de particula inferior a 0,5 mm.

El método de la hidrélisis acida se compone de dos etapas. En una primera etapa, se trata la
muestra con HxSO4 al 72 %, rompiéndose los polisacaridos a oligomeros. Para ello, se incuba
la muestra con el 4cido concentrado durante 1 h a 30°C y con agitacion periodica. En la segunda
etapa, se disminuye la concentracion del HoSO4 a 4% por adicion de agua y se lleva la

suspension a un autoclave durante 1 h a 2 atm, consiguiéndose asi romper los oligdmeros a
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monodmeros. El liquido resultante de esta segunda etapa se neutraliza y se filtra, y a continuacion
se analiza mediante cromatografia liquida de alta eficacia (C.L.A.E.) para determinar su
concentracion en azucares (glucosa, xilosa y arabinosa), acido acético y opcionalmente furfural
(F) y 5-hidroximetilfurfural (HMF). A partir de la concentracion de mondémeros al final del
tratamiento se puede determinar la cantidad y perfil de polisacaridos presentes en la muestra
inicial.

3.7. Determinacion de acidos uronicos

Los acidos urénicos son componentes de las hemicelulosas y de las pectinas que son altamente
resistentes a la hidrolisis en medio 4cido y no se liberan durante la HAC, de manera que, para
su determinacion, se utiliz6 el conocido como método espectrofotométrico de Blumenkrantz
(Blumenkrantz y Asboe-Hansen, 1973).

Para ello, se parti6 de una muestra procedente de la segunda etapa de la HAC, que se diluy6 en
agua destilada hasta una relacion 1:15. A continuacion, se mezclaron, en bafio de hielo, 0,5 mL
de dicha disolucion con 3 mL de disolucion de tetraborato soédico (12,5 mM en H>SOy).
Posteriormente, se homogeneizaron las muestras y se hirvieron durante 10 min. Luego se
dejaron enfriar y se les afadieron 0,1 mL de m-fenilfenol (0,15% en NaOH 0,5 % p/p). Para
continuar, se prepard un blanco al que se le afiadieron 0,1 mL de NaOH al 0,5% p/p, en vez de
m-fenilfenol. Una vez preparado el blanco, se incubaron todas las muestras en oscuridad
durante 30 min y se les midié su absorbancia en un espectrofotdmetro a una longitud de onda
de 520 nm.

Con la ayuda de rectas de calibrado realizadas a partir de muestras de acido galacturdnico se
determino la concentracion de acidos urénicos (acido galacturdnico y acido glucurdnico) en las
muestras, expresandolas como equivalentes de acido galacturdnico, por ser este el mas
abundante en las cascaras de limon.

3.8. Tratamiento hidrotérmico de los STH

Con el objetivo de obtener mezclas de oligosacaridos a partir de los STH, se sometieron
muestras de los mismos a tratamiento hidrotérmico, empleando para ello reactores presurizados
Parr de acero inoxidable de 0,6 L y 3,75 L con agitacion por turbina a 150 rpm y distintas
relaciones liquido-sélido (RLS) y temperaturas maximas (Tmax), de acuerdo con el plan
experimental preestablecido (ver Resultados y Discusion). Para cada experimento, se introdujo
la mezcla reaccionante previamente calculada, se cerr6 el reactor y se sometio6 a calentamiento
hasta alcanzar la temperatura maxima deseada (en el intervalo 145-165°C). Una vez alcanzada
la temperatura, se comenzo la fase de refrigeracion y, tras el enfriamiento, se abri6 el reactor y
se recuperaron las fases liquida y sélida para su posterior cuantificacion y andlisis. Con el fin

de poder comparar los resultados de tratamientos con distintas condiciones de reaccion, los
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efectos combinados del tiempo de tratamiento y de la Tmax en procesos no isotermos se

midieron mediante el calculo del factor Ro, o severidad cuya expresion es:
t
Ry, = f e[T(t)—Tref/w]dt
0

donde ¢ se refiere al tiempo que transcurre hasta alcanzar la temperatura deseada, 7(?), Tr.res la
temperatura de referencia (100°C), y w es un parametro determinado empiricamente
relacionado con la energia de activacion de la reaccion y su valor es, normalmente, 14,75.

A la fase liquida resultante de este proceso se le denomina “licores de tratamiento hidrotérmico”
y contiene productos de fragmentacion de pectinas y otros polisacaridos (basicamente
oligosacaridos de tamafio molecular variable y monosacaridos) ademas de productos de
descomposicion de azucares y compuestos derivados de otras fracciones (proteina, sales,
fenoles, etc.).

3.9. Posthidrolisis acida de los licores

Las técnicas cromatograficas empleadas para cuantificar monosacaridos como xilosa,
galactosa, glucosa o arabinosa en licores no permiten determinar el contenido en oligosacaridos.
Para ello, estas cadenas han de ser reducidas a monémeros mediante el empleo de lo que se
conoce como posthidrolisis acida.

Para aplicar este método, se deposita, en un frasco, un volumen de H>SO4 cercano a 0,3 gy se
afiade licor hasta que la concentracion de acido disminuye al 4%. A continuacion, los frascos
preparados se pesan y se llevan a un autoclave donde se tratan a 2 atm durante 20 min. Tras
dejarlos enfriar en un bafio de agua fria, se pesan de nuevo para calcular las pérdidas en el
proceso, se filtra su contenido y el liquido clarificado se analiza por C.L.A.E. La comparacion
entre la muestra analizada por pinchazo directo en el cromatografo y la muestra analizada
después de la posthidrdlisis acida nos informa del aumento en la concentracion de mondémeros
como glucosa, xilosa y arabinosa, que procedera de los oligosacaridos presentes en la muestra
original.

3.10. Posthidrolisis enzimatica de licores

Este protocolo de andlisis se aplica para caracterizar quimicamente aquellos componentes
presentes en los licores que son resistentes a la hidrodlisis en medio acido y que, por tanto, no
pueden ser determinados mediante la posthidrdlisis acida.

Para llevar a cabo la posthidrdlisis enzimatica, se depositaron, en matraces Erlenmeyer, 12 g de
licor y se afiadieron 0,123 mL de preparado enzimatico Viscozyme, 0,307 mL de Celluclast,
0,307 mL de tampdn acetato de sodio 0,05M y unas perlas de Timol (bactericida que impide la
proliferacion de microorganismos en el licor). A continuacion, se dejaron los matraces en

agitacion a 37°C durante 44 h y, pasado este tiempo, se incubaron durante 5 min a 100°C con
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el objetivo de parar la reaccion. A continuacion, se centrifugd su contenido a 4000 rpm durante
10 min y, tras la centrifugacion, se filtro6 la fase liquida para su posterior analisis por C.L.A.E.
3.11. Determinacion de contenido seco de muestras liquidas

El contenido seco se define como la relacion entre la masa de residuo solido seco presente en
una muestra de licor y la propia masa del licor. Este valor se obtiene secando hasta peso
constante en una estufa, una muestra de fase liquida o de licor de tratamiento hidrotérmico. El
procedimiento consiste en pesar entre 1 y 5 g de licor en un recipiente seco de peso conocido.
A continuacion, se coloca el recipiente con el licor en la estufa de 105°C hasta alcanzar un peso
constante (normalmente 24-72 h). Pasado este tiempo, se enfria el recipiente en un desecador
con gel de silice y se pesa. A partir de los datos obtenidos, se calcula el contenido seco usando

la siguiente ecuacion:

_ PRMS — PRS
" PRMH — PRS

donde PRMS es el peso del recipiente con la muestra seca, PRS es el peso del recipiente seco
y PRMH es el peso del recipiente con la muestra de licor.

3.12. Determinacion de aziucares reductores mediante el método de DNS

Para este método se necesita preparar una disoluciéon de DNS compuesta por agua (500 g),
disolucion de NaOH 2N (200 g), tartrato de potasio tetrahidratado (300 g) y acido
dinitrosalicilico (10 g). Primero se disuelve el tartrato potasico con ayuda de un iman y luego
se va afiadiendo el DNS.

Este método se utiliza para la determinacion de la presencia del grupo carbonilo libre (C=0O) en
los aztcares reductores de una muestra. La sucesion de reacciones que permiten la deteccion
de estos grupos funcionales es la siguiente: i) oxidacioén del grupo aldehido a carboxilo, ii)
reduccién del acido 3, 5-dinitrosalicilico (DNS) a acido 3-amino-5-nitrosalicilico. Para la
correcta interpretacion de los resultados han de realizarse los blancos necesarios por la relativa
baja especificidad de la reaccion.

Se deposita 1 mL de muestra en cada tubo de ensayo y se afiade 1 mL de DNS. Se tapan los
tubos de ensayo con papel de aluminio para evitar la evaporacion y se hierven durante 10 min.
Se enfrian los tubos en un bafo de agua fria y se mide la absorbancia de cada muestra en un
espectrofotometro a longitud de onda de 575 nm.

3.13. Determinacion de actividades enzimaticas de dos preparados enzimaticos
comerciales

Para la obtencidn de oligosacaridos de bajo DP se usaron dos preparados enzimaticos de la casa

comercial Novozymes: Viscozyme y Pectinex Ultra SP-L. Los ensayos de determinacion de
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actividad enzimatica tienen como proposito cuantificar la actividad poligalacturonasa,
arabinanasa y arabinogalactanasa en los preparados.

En primer lugar, se elaboraron rectas de calibrado con disoluciones de acido D-galacturonico,
arabinosa y galactosa a concentraciones en el intervalo 0,2-2,8 g/L en tampon acetato sddico
0,05 M (TacNa0,0sMm). Las muestras patron se elaboraron con 0,8 mL de las disoluciones y 0,2
mL de Tacna0,0sM. A continuacion, se les afiadié 1 mL de disolucién de DNS, se homogeneizaron
y se hirvieron durante 10 min en un bafio de agua a 100°C. Pasado este tiempo se retiraron las
muestras, se dejaron enfriar en un bafo frio y se les afiadieron 10 mL de agua destilada. Luego
se homogeneizaron y se midid su absorbancia a 575 nm de longitud de onda. Para finalizar, se
representaron las absorbancias frente a la concentracion de las muestras obteniéndose asi las
rectas de calibrado.

Para continuar, se prepararon disoluciones de 4cido poligalacturénico (PG), arabinano (AR) y
arabinogalactano (ARG) al 0,5% p/v en Tacnaoosm (pH = 5) y distintas diluciones de los
preparados enzimaticos. Luego, a 0,8 mL de las disoluciones de sustrato se les anadieron 0,2
mL de las diluciones de preparado enzimatico, se dejaron reaccionar a T=37°C durante 20 min
y se les realizd el ensayo de DNS segun lo descrito en el parrafo anterior. Las absorbancias
obtenidas esta vez deben procesarse teniendo en cuenta los valores de absorbancia propios de
los preparados enzimaticos y de los sustratos utilizados y los valores definitivos se interpolan
en las rectas patrén para determinar las actividades enzimadticas de las diluciones de los
preparados utilizados. Por tltimo, se representan las actividades enzimadticas frente al grado de
dilucién del preparado y las graficas elaboradas permiten determinar la actividad enzimatica.
3.14. Determinacion de propiedades bioldgicas:

> Capacidad Antioxidante
Para determinar la capacidad antioxidante de las muestras se utilizé la metodologia empleada
por Gullon et al. (2017). Los métodos enumerados a continuacion son todos
espectrofotométricos y se llevan a cabo en oscuridad.

1. Método del DPPH (o, a-Diphenyl-B-picrylhydrazyl Radical Scavenging): de acuerdo
con este método, el radical estable DPPH es reducido por los compuestos antioxidantes de las
muestras problema. Los detalles de este método pueden verse en el articulo de Gadow et al.
(1997).

2. Meétodo del ABTS: se basa en la capacidad de los antioxidantes para eliminar el radical
ABTS. Se utiliz6 el método de Re et al., (1999)

3. Meétodo del FRAP (Poder antioxidante o de reduccion del hierro): este método se basa
en la capacidad de la muestra para reducir el complejo Fe**-TPTZ a Fe’*-TPTZ y el protocolo

detallado fue publicado por Benzie e Strain (Benzie y Strain, 1996).
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> Capacidad Antihiperglicémica

Para determinar la capacidad antihiperglicémica se utilizaron dos métodos distintos: ensayo de
inhibicion de a-amilasa (Laoufi ef al. (2017)) y de inhibicion de a-glicosidasa (Ferreira-Santos
et al. (2020)). Para ello, se hicieron distintas diluciones de las muestras problema, determinando
el porcentaje de inhibicion para cada concentracion. Esto permite elaborar una grafica a partir
de la cual se calcula la concentracion de muestra que produce un 50% de inhibicion (ICso).
3.15. Determinacion del TPC

El contenido total de fenoles (TPC) de las mezclas de oligogalacturénidos se determind con el
método de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). El TPC se expresa en equivalentes de
acido galico e informan acerca del contenido en fenoles del producto, grupos funcionales con
propiedades redox responsables en parte de la actividad antioxidante.

3.16. Hidrolisis Enzimatica de licores

Los licores procedentes del tratamiento hidrotérmico en condiciones 6ptimas fueron sometidos
a tratamientos enzimaticos con distintas cargas enzimaticas de los dos preparados enzimaticos
por separado. Se tomaron muestras a distintos tiempos y se caracterizaron para determinar las
condiciones Optimas de la hidrolisis enzimatica.

En este procedimiento se utilizan matraces Erlenmeyer en los que se deposita el volumen
calculado de licor, de tampdn acetato de sodio 2M (Tacna2m) y del preparado enzimatico,
obteniendo un volumen final de 50 mL. Basidndonos en las pruebas experimentales de
determinacion de actividades enzimaticas realizadas, se establece la relacién enzima-sustrato
para alcanzar las cargas enzimaticas deseadas, o sea, la cantidad de enzima por gramo de licor
que debe haber en el medio de reaccion. Para calcular el volumen de licor empleado, se ha de
tener en cuenta el volumen total de muestra que va a ser retirado en el experimento, el cual no
debe superar un 10% del volumen total inicial de licor, ya que esto alteraria la carga enzimatica
y las condiciones experimentales iniciales. Se calcula el volumen de tampdn que hay que afiadir
para alcanzar una concentracion de 0,05M en el medio de reaccion, partiendo de Tacnaom. Para
cada experimento se prepara un control, en el que se sustituye el volumen de licor por volumen
de agua, manteniendo constantes las proporciones entre licor (agua en este caso), tampdon y
preparado enzimatico. Una vez preparado el contenido de los matraces, estos se cierran con un
tapon y se llevan al agitador, donde permaneceran durante el tiempo total del experimento a
una temperatura de 37°C y agitacion de 150 rpm. Las muestras tomadas a distintos tiempos son
analizadas mediante los procedimientos de PHA, PHE, CS y Determinacion de azicares

reductores mediante el método de DNS.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Composicion quimica de la materia prima

La primera fase de este trabajo fue la preparacion de un lote de céscaras de limén y su
caracterizacion quimica detallada.

Para ello se adquirid, en el comercio local, una partida de 20 kg de limones Primofiori que se
cortaron a la mitad y se exprimieron manualmente, generando asi una masa de cascaras de limon
que finalmente se trituraron con una picadora doméstica.

Una vez obtenido el producto triturado (en adelante, residuo de cascara de limon o RCL), se
sometio a etapa de extraccion en Soxhlet con el fin de determinar su contenido en extractos y
la composicion de estos y de la fraccion insoluble. La Tabla 1 muestra la composicion del RCL.
Como se puede ver, las cascaras de limon contienen un 27,8% de extractos solubles en etanol
al 80%, de los cuales el 40,2% es glucosa y el 15,84% es fructosa, encontrandose, ademas,
pequeias cantidades de arabinosa y sacarosa.

Por su parte, la fraccion insoluble (FIA) esta formada fundamentalmente por galacturonano,
galactano y arabinano y glucano, siendo los tres primeros, los principales componentes de la
pectina y el ultimo, la fraccion de polisacaridos constituida principalmente por la celulosa de la

pared celular.

Componente Contenido (g/100 g RCL)
Cenizas 4,87 +£0,06
Extractos* (E) 27,84 +3,17
Fraccion insoluble en alcohol* (FIA) 72,16 £ 3,17
Composicion de los extractos Contenido (g/100 g E)
Sacarosa 1,21 £0,07
Glucosa 40,20 + 0,55
Galactosa 0,42 + 0,00
Arabinosa 3,44 +3,72
Fructosa 15,84 + 0,66
Composicion de la FIA Contenido (g/100 g FIA)
Galacturonano 28,36 £ 0,77
Glucano 21,19+0,72
Galactano 13,85 +0,49
Arabinano 9,17+0,31
Grupos acetilo 1,39 £ 0,04
Residuo insoluble en acido 2,70+ 0,29

Tabla 1. Composicion de la materia prima. * Etanol 80% *Polisacaridos (glucano, galacturonano, galactano,
arabinano y grupos acetilo) estan expresados como equivalentes en monémeros.

4.2. Extraccion acuosa de los azucares libres

La Figura 2 muestra el esquema del proceso desarrollado en este trabajo. Como se puede ver,
se comienza con la extraccion de los azicares libres presentes en la materia prima. El objetivo
de la extraccion de los azucares es triple: 1) se evita su degradacion durante el procesamiento
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hidrotérmico posterior, minimizando asi la generaciéon de impurezas en los licores, ii) se
obtienen mezclas ricas en azicares que pueden emplearse posteriormente como sustratos en la
produccion de distintos productos, sea por via fermentativa o sea por via quimica vy, iii) se

consigue un mejor aprovechamiento de las fracciones que componen la materia prima.

Residuo de Céascara de
Limén (RCL)

l

Extraccion
Agua Extractos
Destilada fcH0sd solubles

(3 etapas)

STH

Agua Tratamiento Fraccién
Destilada Hidrotérmico Sélida

Licor

Hidrolisis
Enzimaticas

Oligosacaridos
de bajo DP

Evaluacion de
propiedades
biolégicas

Figura 2. Diagrama de proceso propuesto para la obtencion de oligosacaridos con bajo DP a partir del RCL.

Siguiendo el esquema de la Figura 2, la primera parte del trabajo fue la puesta a punto de un
proceso de extraccion multietapa en flujo cruzado. En los primeros experimentos se llevo a
cabo la extraccion a temperatura ambiente (aprox. 18°C) usando un sistema agitado
mecanicamente y empleando una relacion liquido-solido de 10 g/g RCL seco, siendo ésta la
minima relacidon que permitia mantener un medio perfectamente mezclado y, a la vez, obtener
unas disoluciones de azucares lo mas concentradas posible. Para cada una de las etapas se
tomaron muestras de la fase liquida a distintos tiempos y se analizaron mediante C.L.A.E. La
Figura 3 muestra la evolucion con el tiempo del contenido en sacarosa, glucosa y fructosa a lo
largo de cada una de las tres etapas. Como se puede ver en la Figura 3.1, se obtuvieron unos
licores con un contenido maximo en azlcares totales (glc+fru+sac) de 20 g/L. en un periodo
muy corto de tiempo (30 min), si bien desde un tiempo de 5-10 min la concentracidon apenas
varia, lo que indica una cinética de proceso muy favorable, que podria deberse a una buena

agitacion del medio y al reducido tamafio de particula empleado. Por todo esto, en principio, no
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resultaria interesante, desde un punto de vista econdmico, llevar a cabo la extraccion a
temperaturas superiores.

A pesar de los resultados obtenidos, por la propia naturaleza de este tipo de operaciones de
extraccion solido-liquido, todavia quedarian restos de azicares en la fase solida. Por ello, se
llevaron a cabo 2 nuevas etapas empleando la misma carga de disolvente (agua destilada) que
en la primera etapa. La Figura 3.2 muestran la evolucion del contenido de los azlcares en estas
dos etapas. Como era de esperar, las concentraciones de azlicares bajan significativamente (de
6 g/L en la etapa 2 y <2 g/L en la etapa 3), siendo indetectable la concentracion de sacarosa en
el medio. Finalmente, para eliminar trazas se aplic6 una ultima etapa de lavado final a una RLS
de 20 g/g, obteniéndose asi un solido exento de azucares libres que se empled como materia
prima en la etapa de procesamiento hidrotérmico (solido para tratamiento hidrotérmico, STH),
cuya composicion se muestra en la Tabla 2.

Asumiendo que el maximo de concentracion de azlcares se alcanza en el minuto 30, se fijo este
tiempo como tiempo de operacion para el resto del trabajo.

Asimismo, dado que las concentraciones de azucares en las fases liquidas de las etapas 2 y 3
resultaron ser muy bajas (y por tanto serian corrientes muy poco aprovechables), para preparar
un lote de cascara extraida para la siguiente etapa de tratamiento hidrotérmico, dichas etapas de
extraccion se realizaron finalmente empleando una RLS=20 g/g, con el fin de garantizar una

eliminacion total de los azacares del RCL.

«««@-+- Sacarosa (media) —@— Glucosa (media) - —A- - Fructosa (media)
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Figura 3.1. Concentracion de sacarosa, glucosa y fructosa en funcion del tiempo durante la primera etapa de la
extraccion a temperatura ambiente RLS = 10 g/g (los puntos se corresponden a los promedios de los resultados de
las tres réplicas del experimento).
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Figura 3.2. Concentracion de sacarosa, glucosa y fructosa en funcion del tiempo en la segunda y tercera etapa de
la extraccion a temperatura ambiente y RLS = 10 g/g (los puntos se corresponden a los promedios de los resultados

de las tres réplicas del experimento).

4.3. Procesamiento hidrotérmico de las cascaras extraidas (STH)
Antes de comenzar con el estudio de los efectos del tratamiento hidrotérmico, el STH se

caracterizd quimicamente obteniéndose los resultados mostrados en la Tabla 2.

Compuesto Contenido (g/100 g STH seco; media + SD)
Galacturonano 27,55+ 1,15
Glucano 24,47+ 0,49
Galactano 13,82+0,17
Ramnosa 10,43+0,18
Arabinano 2,40+0,17
Grupos Acetilo 1,87+0,17

Tabla 2. Contenido en polisacaridos y grupos acetilo del STH (expresados como equivalentes en mondmeros).

Como se puede ver, la composicion del STH es muy similar a la que se observa para la fraccion
insoluble en alcohol del RCL, siendo el galacturonano el principal componente del STH, con
un contenido de 27,55 + 1,15 g/g STH seco frente a 28,36 + 0,77 g/g, encontrado en la FIA.

A continuacién, y con el objetivo de obtener licores ricos en oligosacaridos, se sometieron
muestras del solido libre de aziicares (STH) a una etapa de tratamiento hidrotérmico en régimen
no isotermo hasta temperaturas maximas en el intervalo 145-165°C y RLS=12 g/g, condiciones
seleccionadas en base a estudios previos. La Tabla 3 muestra la composicion de los licores
obtenidos en este primer conjunto de experimentos.

Como se puede comprobar, a medida que se aumentod la severidad del tratamiento, aumento
también el contenido en solutos no voldatiles en los licores (CNV), como consecuencia del

incremento en la solubilizacion de las distintas componentes de la materia prima.

21



Simultaneamente, se observa también una mayor generacion de monosacaridos como resultado
de un mayor grado de hidrdlisis de los fragmentos inicialmente solubilizados. A pesar de ello,

el contenido en monosacaridos totales fue relativamente bajo variando entre 0,92 y 2,23 g/L.

Tmax (°C) 145 150 155 160 165
Factor de severidad (Ro) 2,24 2,40 2,53 2,65 2,75
Monomeros (g/L)
Acido galacturénico 0,05 0,07 0,17 0,18 0,22
Glucosa 0,29 0,27 0,33 0,34 0,34
Galactosa 0,07 0,08 0,13 0,16 0,21
Ramnosa 0,18 0,18 0,22 0,26 0,30
Arabinosa 0,38 0,43 0,68 0,96 1,22
Acido acético 0,04 0,03 0,04 0,04 0,04
Oligomeros* (g/L)
0GalA 24,06 23,98 24 .44 23,72 22,25
GOS 0,83 1,16 1,16 1,19 1,35
GalOS+XO0S 3,61 5,14 4,37 4,51 4,78
RamnOS 0,77 1,22 1,01 1,07 1,16
AraOS 8,47 9,67 8,50 8,31 8,09
Grupos acetilo 0,40 0,83 0,53 0,60 0,69
CNV** (g/g Licor) 0,045 0,046 0,048 0,048 0,048
INV*** (% b.s.) 13,61 7,11 12,54 14,49 16,10

Tabla 3. Composicion de los licores obtenidos a RLS=12 g/g y diferentes severidades; *Cadenas con amplio
intervalo de grado de polimerizacion, incluidos polimeros; ** CNV: compuestos no volatiles; *** INV: Impurezas
no volatiles

También se pudo observar que el maximo de concentracion de OGalA (24,44 g/L) se alcanzd
cuando se trato la muestra a Tméax=155°C, siendo este un valor ligeramente superior al obtenido
anteriormente por Gomez et al. (2013). Hay que indicar también que a esa temperatura se
consiguid la mayor ratio OGalA/AraOS (2,87 g/g) en los licores, un hecho importante dado que
el objetivo del trabajo es obtener un producto lo més enriquecido posible en
oligogalacturonidos. Asimismo, a esa temperatura, los licores presentaron un contenido en
compuestos no volatiles de 0,048 g/g licor y un nivel de impurezas no volatiles de 12,5%
(significativamente inferior al 18% publicado anteriormente por Gomez et al., 2013). Bajo estas
condiciones, se alcanzaron valores de conversion de galacturonano en OGalA y de arabinano
en AraOS (calculados asumiendo la recuperacion total de la fraccion liquida) cercanos al 100%.
Sin embargo, como era de esperar, la solubilizacion del glucano fue inferior al 7%. Este
comportamiento es habitual en este tipo de tratamientos; como se dijo, el glucano esta formado
principalmente por la celulosa de la pared celular vegetal y es altamente resistente al tratamiento
hidrotérmico, observandose porcentajes de solubilizacion inferiores a 10% en estudios con
pulpa de remolacha (Martinez et al., 2009), madera de pino (Gonzalez Mufioz, Santos y Parajo,
2011) o eucalipto (Garrote et al., 2007), mientras que la pectina, que es menos resistente,

permite alcanzar valores mucho mas altos de solubilizacion de galacturonano y arabinano.
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En términos porcentuales (expresado como g producto/100 g residuo seco) el producto obtenido
a Tmax=155°C presentd la siguiente composicion: oligogalacturonidos, 51,5%;
arabinooligosacaridos, 17,9%, GalOS, 9,2% y monosacaridos, 4%.

A continuaciodn, con el objetivo de incrementar la concentracion de productos en los licores y
con ello reducir costes de procesado (concentracion y deshidratacién) de los mismos, se
llevaron a cabo nuevos experimentos a la misma temperatura (Tmax=155 °C) pero a una
relacion liquido-solido=10 g/g, el minimo valor que permite mantener un buen grado de mezcla
dentro del reactor con este tipo de materias primas. La Tabla 4 muestra la composicion de los
licores obtenidos. Como se puede deducir de los datos de la tabla, una reduccioén en la RLS
(comparando la primera y segunda columna) permitiéo incrementar la concentracion de
oligdmeros en un valor que va desde 15% en AraOS hasta un 21% en OGalA, lo que indica que
los porcentajes de conversion apenas se vieron afectadas por la RLS.

Cabe también indicar que el contenido en impurezas no volatiles (expresadas como porcentaje
sobre residuo seco) fue similar en ambos experimentos (11,37 a RLS=12 g/gy 10,21 a RLS=10
g/g), indicando que un aumento de la concentracion inicial de céscara de limon no se traduce
en una mayor generacion de impurezas.

Posteriormente, para estudiar el escalado del proceso, se llevaron a cabo experimentos en un
reactor de 1 gal (3,75L) de capacidad operando a una severidad equivalente y con la misma
RLS=10g/g.

Sin embargo, se pudo comprobar que no es factible llevar a cabo el proceso en este reactor con
una RLS tan reducida. La razon es que el sistema de agitacién no asegura un movimiento
adecuado de la masa reaccionante observandose que parte de la misma se mantiene depositada
en el fondo del vaso sufriendo sobrecalentamiento por contacto con la pared del reactor que
provoca una aceleracion en la generacion de productos de descomposicion.

Por todo ello, para llevar a cabo el escalado fue necesario trabajar con una RLS=12 g/g. La
Tabla 4 muestra también la composicion de los licores obtenidos en los experimentos realizados
en este reactor de mayor tamafio y, como se puede ver, los resultados son similares en ambos
reactores, si bien, en el reactor de mayor tamafio se observa una ligeramente menor produccion
de oligosacaridos (37,8 vs 41,4 g/L) y mayor produccioén de monosacaridos (2,6 vs 0,9 g/L). En
todo caso, tal y como se puede observar en la Figura 4, la composicion del producto seco
(expresada en fracciones masicas) no se vio apenas afectada ni por la relacion liquido-sélido ni

por el tamaio del reactor empleado.
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Tméax (°C) 155 155 155
Factor de severidad (Ro) 2,48+0,08 2,44+0,05 2,42+0,03
RLS (g/g) 12 10 (igual masa) 12
Volumen reactor (L) 0,6 0,6 3,75
Monomeros (g/L)
Acido galacturénico 0,10+0,10 0,17+0,01 0,29+0,03
Glucosa 0,19+0,21 0,21+0,09 0,88+0,03
Galactosa 0,07+0,08 0,13+0,01 0,16+0,02
Ramnosa 0,12+0,14 0,18+0,05 0,51+0,01
Arabinosa 0,38+0,43 0,80+0,02 0,64+0,05
Acido acético 0,02+0,02 0,04+0,00 0,08+0,06
Oligomeros (g/L)
0GalA 24.38+0,09 29.57+0,34 23,32+0,22
GOS 1,30+0,20 1,54+0,03 1,15+0,04
GalOS+XO0S 4,46+0,12 5,36+0,44 4,65+0,05
RamnOS 1,14+0,19 1,36+0,14 0,57+0,04
AraOS 8,724+0,31 10,04+0,18 7,88+0,22
Grupos acetilo 0,50+0,03 0,58+0,05 0,49+0,06
CNV (g/g Licor) 0,047+0,001 0,056+0,002 0,047+0,002
INV (% base seca) 11,37+1,66 10,21+1,90 14,09+0,44

Tabla 4. Composicion de los licores obtenidos en el segundo grupo de experimentos de tratamiento hidrotérmico
(datos expresados como media de dos y cuatro repeticiones en el caso de los tratamientos en reactor de 0,6 L y

3,75 L, respectivamente, + desviacion estandar).

Por ultimo, cabe comentar que el proceso resultdo altamente reproducible obteniéndose
resultados con desviaciones estandar muy bajas (ver Tabla 4). Una vez fijadas las condiciones
Optimas para el tratamiento hidrotérmico (RLS =12 g/g y Tmax = 155°C) se preparo6 un lote de

licores en el reactor de 3,75L con el objetivo de abordar la siguiente etapa del proceso

propuesto.
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Figura 4. Composicion de los licores obtenido en los experimentos de la Tabla 4, expresados como fracciones
masicas de mondmeros (Figura 4 sup.) y de oligomeros (Figura 4 inf.).

4.4. Hidrolisis enzimatica de los licores

Como se coment6 anteriormente, de acuerdo con los resultados de trabajos previos, los licores
obtenidos por TH de cascaras de limon contienen fragmentos de pectinas con amplio rango de
DP (el 78% del OGalA estaba formando parte de fragmentos con DP>13 (Gomez et al., 2016)).
Por ello, llegados a este punto se propuso la aplicacion de una etapa de hidrélisis enzimatica
con la finalidad principal de reducir el tamafo de los productos y obtener, asi, mezclas de
OGalA de bajo DP con la minima generaciéon posible de &cido galacturonico. Este
planteamiento se fundamenta en dos ideas: i) se ha publicado que los OGalA de bajo DP
presentan propiedades bioldgicas de interés y, en algunos casos, sus propiedades son mejores
que las de los polisacaridos de partida (ver Introduccion), y ii) los OGalA de bajo DP son mas
facilmente caracterizables desde el punto de vista quimico por lo que es mas facil establecer
relaciones estructura-funcion.

4.4.1. Determinacion de las actividades enzimaticas de los preparados comerciales

Para llevar a cabo la hidrolisis enzimatica de los productos obtenidos mediante tratamientos

hidrotérmicos, se utilizaron dos preparados comerciales de pectinasas: Viscozyme y Pectinex Ultra

SP-L que previamente hubo que caracterizar siguiendo los protocolos estandar antes expuestos.

La Figura 5 muestra los resultados obtenidos en los ensayos de determinacion de actividad

endopoligalacturonasa de ambos preparados.
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Como se observa en la grafica, Viscozyme muestra una actividad endopoligalacturonasa superior

a la de Pectinex Ultra SP-L, teniendo valores promedio de 1546,25 U/mL y 1277,20 U/mL,

respectivamente. Ambos preparados presentan también actividades arabinanasa

y

arabinogalactanasa, pero sus valores fueron muy bajos si se comparan con la actividad

endopoligalacturonasa.
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Figura 5. Actividad endopoligalacturonasa expresada en unidades enzimaticas (U) en funcion del factor de dilucion

de los preparados comerciales de pectinasas Viscozyme y Pectinex Ultra SP-L.

4.4.2. Ensayos de hidrolisis enzimdtica de los productos (“DP tailoring”).

Los experimentos de hidrélisis enzimatica se llevaron a cabo con los dos preparados
enzimaticos (Viscozyme y Pectinex Ultra SP-L) en condiciones fijadas de pH=5 y T=37°C
empleando cargas de enzima de 0,4 y 0,8 U/mL y tomandose muestras a distintos tiempos de
reaccion (0, 2, 4, 6 y 8 h). Posteriormente, se caracterizaron las muestras empleando los métodos
descritos en la seccion de metodologia (PHA, PHE, CS y Determinacién de aztcares reductores
con DNS). Cabe indicar que las cargas de enzimas y los tiempos de reaccion se fijaron en base
a los resultados obtenidos en experimentos previos de tanteo.

La Figura 6 muestra la evolucion en el tiempo de contenido en oligogalacturénidos y acido
galacturdnico en los experimentos realizados. La informacion recogida en ambas graficas
proporciona informacion sobre la despolimerizacion de los oligogalacturdnidos en presencia de
los preparados enzimaticos.

Como se puede observar, a medida que se incrementa la carga de enzimas y el tiempo de

reaccion, se reduce el contenido en OGalA (polimero, Figura 6 sup.) y aumenta la concentracion
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de 4cido galacturénico (mondémero, Figura 6 inf.) como consecuencia de la hidrélisis de las
cadenas por parte de las endopoligalacturonasas y exopoligalacturonasas, actuando estas

ultimas en el extremo no reductor de las cadenas (Uhlig, 1998).
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Figura 6. Evolucion de la concentracion de OGalA (Figura 6 sup.) y de GalA (Figura 6 inf.) en funcion del tiempo
de hidrolisis enzimatica usando Viscozyme o Pectinex Ultra SP-L con cargas 0,4 y 0,8 U/mL.

Al comparar ambos preparados, se observa que, a igual carga de enzima, el preparado Pectinex
Ultra SP-L lleva a valores de degradacion de oligosacaridos a monomeros inferior, lo cual es

un resultado de interés puesto que, para los objetivos del proyecto, los productos deseados son
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los oligogalacturonidos de bajo DP. En cualquier caso, cabe comentar que cuando se trabaja
con Viscozyme y con cargas de enzima de 0,8 U/mL, se genera una gran cantidad de acido
galacturonico, un resultado que, aunque no es el objetivo del trabajo, podria ser de interés
puesto que este monomero y sus derivados pueden ser también utilizados en la industria
alimentaria (como acidificantes), en la industria quimica (como agentes de lavado y como
surfactantes biodegradables) y en la industria farmacéutica (para la produccion de vitamina C
(Molnér et al., 2010)).

Para terminar, se estim6 la evolucion del grado de polimerizaciéon medio de los productos
generados a lo largo del proceso, lo cual, combinando informaciéon sobre el contenido en
oligbmeros, en mondmeros y en azucares reductores y empleando la expresion:

DP medio estimado = OST/(ART-MS)

donde OST es la concentracién molar en oligosacaridos totales, ART es la concentracion molar
de azucares reductores totales (medidos como equivalentes de GalA) y MS la concentracion
molar de monosacéridos. La Figura 7 muestra la evolucion con el tiempo del DP medio

estimado con dicho método.
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Figura 7. Variacion del DP medio estimado para los oligosacaridos en funcion del tiempo de tratamiento de
hidrolisis enzimatica.

Como se puede ver, todas las curvas tienden a un valor constante comprendido en el intervalo
2.3-2.8, un resultado que estd en concordancia con el hecho de que estos tipos de enzimas
pierden actividad a medida que se reduce el grado de polimerizacion de los sustratos

disponibles, de tal forma que apenas hidrolizan el 4cido digalacturénico y lo hacen muy
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lentamente con el trigalacturénico (Uhlig, 1998). Estos resultados deberan ser confirmados
mediante técnicas analiticas avanzadas como HPAEC-PAD y/o MALDI-TOF-MS, trabajo que
queda fuera del alcance de este proyecto.

En base a los resultados obtenidos, se seleccion6 el preparado enzimatico Pectinex Ultra SP-L
para generar mezclas de oligogalacturonidos con los que realizar ensayos de evaluacion de
propiedades bioldgicas. Como se puede observar en la Figura 7, la utilizacion de Pectinex Ultra
SP-L con carga enzimatica 0,4 U/mL es la opcion que proporciona una ruptura mas moderada
de los oligogalacturénidos, obteniéndose fragmentos con DP estimados de aproximadamente
3,7 al cabo de 2 h'y de en torno a 2,9 al cabo de 4 h.

4.5. Evaluacion de propiedades biologicas de los oligosacaridos obtenidos

Para esta fase del proyecto, se prepararon mezclas de oligogalacturénidos mediante hidrdlisis
enzimaticas de los licores de TH utilizando el preparado Pectinex Ultra SP-L con carga de 0,4
U/mL y tiempos de reaccion de 2h y 4h y se les determiné su capacidad antioxidante (ver Tabla

5) y la antiglicémica.

t=2h t=4h
mg E/g mg E/g
producto Desv Est producto Desv Est
TPC (EAG) 14,003 0,013 13,585 0,012
ABTS (ET) 36,547 0,048 36,156 0,041
DPPH (ET) 9,361 0,005 8,640 0,001
FRAP (ET) 7,301 0,019 6,674 0,016

Tabla 5. Actividades antioxidantes de las muestras ensayadas expresadas en concentracion de equivalentes de
acido galico (TPC) y de Trolox (DPPH, FRAP).

Los valores indican que las mezclas de oligogalacturénidos producidas si que muestran
actividad antioxidante. El contenido total de fenoles en el producto esta en torno a los 14 mg de
equivalentes de acido galico por cada gramo de contenido seco y no hay apenas diferencia entre
las 2h y las 4h de hidrdlisis enzimatica. Estos valores son similares a los que obtuvieron Hua,
Yi-fei y Zhi-qin (2018) al estudiar distintos tejidos de mandarina, determinando un contenido
en fenoles totales de entre 8,25 y 15 mg por gramo de residuo de pulpa. En cuanto a los ensayos
de DPPH y FRAP, los valores en la Tabla 5 estdn expresados en mg de equivalentes de Trolox
(ET) por gramo de contenido seco (CS), si bien en la bibliografia es mas comin encontrar estos
datos expresados en nmol de ET por gramo de muestra (nmol ET/g). Sabiendo que el Trolox
presenta un peso molecular de 250,29 g/mol, podemos calcular los nmol ET/g peso seco segun
los distintos procedimientos de evaluacion utilizados. El ensayo de ABTS reporta valores de
146018,6 nmol ET/g CS al cabo de 2h y practicamente el valor no cambia para t=4h. Los

estandares de esta prueba son distintos a los de los procedimientos de DPPH y FRAP, por lo
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que es normal encontrar valores tan distintos. En el ensayo de DPPH se obtuvieron valores de
37400,6 nmol ET/g CS al cabo de 2h y de 34519,9 nmol ET/g CS al cabo de 4h. En el caso del
ensayo de FRAP, se obtuvieron valores de 29170,2 nmol ET/ g CS al cabo de 2h y de 26665,1
nmol ET/g CS al cabo de 4h de hidr6lisis enzimatica.

Di Matteo et al. (2021) obtuvieron mediante el ensayo de ABTS valores de 20003 nmol ET/g
de peso fresco de limon, significativamente menores que los obtenidos para los productos de
hidrolisis, lo cual es de esperar.

Los ensayos de capacidad antihiperglicémica de las mezclas resultd en valores nulos de dicha
propiedad, por lo que se descarta la posible aplicacion de los productos obtenidas en el

tratamiento de enfermedades como la diabetes.

5. CONCLUSIONES

A partir de los resultados de las distintas fases del trabajo se pueden extraer varias conclusiones:
- La céscara de limon es rica en azlcares libres y galacturonano y puede procesarse siguiendo
tecnologias limpias y procesos escalables con el fin de obtener distintos tipos de productos de
interés.

- La extraccion acuosa del residuo de la cascara de limén se puede llevar a cabo con una
RLS=10 g/g de céscara, con un sistema de agitacion mecanico y a temperatura ambiente,
obteniéndose en la primera etapa y en un corto periodo de tiempo, unos licores con un contenido
en azucares libres cercano a los 20 g/L que podrian emplearse como sustratos en procesos de
fermentacion, entre otros.

- Cuando se someten muestras de RCL libre de extractos a tratamiento hidrotérmico en régimen
no isotermo hasta temperatura maxima de 155°C y con una RLS=12 g/g se obtienen licores con
altos contenidos en oligogalacturdénidos (en torno a 50 %) y bajos contenidos en impurezas no
volatiles (14%).

- Los preparados enzimaticos Viscozyme y Pectinex Ultra SP-L muestran una actividad
principal poligalacturonasa siendo el preparado Pectinex Ultra SP-L una opcion preferible para
la obtencidn de oligogalacturdénidos de bajo DP, ya que permite obtener fragmentos de OGalA
de DP<4 en 2h y de DP en torno a 3 al cabo de 4h de hidrdlisis enzimatica con baja generacion
de 4cido galacturonico con la consiguiente pérdida de oligomeros.

- Los productos obtenidos presentaron una elevada actividad antioxidante, aunque no actividad
antihiperglicémica.

De cara a proyectos futuros, seria de interés llevar a cabo trabajos destinados a elevar la pureza

de los productos obtenidos (por ejemplo, mediante el empleo de tecnologias de membrana) asi
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como evaluar mediante técnicas in vitro su potencial prebidtico y otras propiedades bioldgicas

adicionales.
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