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Resumen

Actualmente, la industria de la manzana genera como principal sub-producto de la elaboracion
de zumos y bebidas fermentadas las magayas, restos del prensado formados por pulpa, piel y
semillas. Este material posee un elevado contenido de polifenoles, junto con acidos
triterpénicos, ambos objeto de estudio. En el presente trabajo se ha optimizado un método de
extraccion asistida por Ultrasonidos de Potencia: relacién soluto/disolvente (1/20), solvente de
extraccion (80% de etanol en agua), amplitud de ultrasonidos del 100% y tiempo de extraccion
de 15 minutos. El método optimizado se aplica para la evaluaciéon de estos compuestos en 20
magayas monovarietales y 15 plurivarietales procedentes de la industria sidrera. Los perfiles de
acidos triterpénicos obtenidos, estdn constituidos por acido ursélico como componente
mayoritario, con niveles de concentracién comprendidos entre 2,17 y 10,10 mg/g magaya. Con
respecto a los polifenoles estudiados, los flavonoles representan entre el 50% y el 92% del
total. La hiperina es el compuesto mayoritario, con un rango de concentracién entre 0,12 y 0,67
mg/g magaya. El contenido en polifenoles totales oscila entre 1,98 y 6,39 mg/g magaya, todo
ello confirma el potencial de la revalorizacién de las magayas mediante la recuperacion de
compuestos de alto valor, susceptibles de ser usados en alimentacion, farmacia o cosmética.

Palabras clave: Magaya, Acidos Triterpénicos, Polifenoles y Ultrasonidos.

Summary

Nowadays, the apple-based industry generates huge amounts of apple pomace, the main by-
product from the making of juices and ciders. This material is constituted by flesh, peel and
seeds. Apple pomace contains highly-valued components like triterpenic acids and polyphenols,
both of them being the subject of the present study. In this work, an extraction method assisted
by ultrasound has been optimized. To do so, parameters such as the solute/solvent ratio (1/20),
the extractant mixture (80% ethanol in water), the ultrasonic amplitude (100%) and the
extraction time (15 min) were evaluated. The optimized method was subsequently applied to the
analysis of triterpenic acids and polyphenols in 20 monovarietal and 15 multivarietal industrial
cider apple pomaces. The profiles of triterpene acids are constituted by ursolic acid as a major
component, with concentration between 2.17 and 10.10 mg/g magaya. Regarding the
polyphenols studied, flavonols represent between 50% and 92% of the total. Hyperin is the
majority compound, with a concentration range between 0.12 and 0.67 mg/g magaya. The total
polyphenols content ranged between 1.98 and 6.39 mg/g apple pomace, thus confirming the
potential of the use of apple pomace for recovering of high-valued compounds, susceptible to
be employed in food, pharmacy and cosmetic industries.

Keywords: Apple pomace, Triterpenic Acids, Polyphenols and Ultrasound.



1. Introduccion

La SIDRA es uno de los productos mas reconocibles y emblematicos de Asturias. En
el dltimo afio se elaboraron alrededor de 34 millones de litros de sidra natural, lo que
sitla esta region en el primer lugar a nivel nacional (https://www.asturias.es). Cuenta
ademas con una Denominacion de Origen Protegida “Sidra de Asturias”, cuya
implantacion en el mercado aumenta progresivamente (http://www.sidradeasturias.es).

La industria de elaboracién de sidra natural genera cada afio entre 9 y 12.000
toneladas de magayas, esto es, restos del prensado de la manzana de sidra
constituidos por pulpa, semillas, piel y pedinculos (Vendruscolo et al., 2008).

En la actualidad la magaya se utiliza como alimento para el ganado, pero gran
cantidad de este material es desechado, lo que supone una carga econdémica para el
sector elaborador, y una carga ambiental. Se han publicado numerosos estudios
evaluando multiples posibilidades de aprovechamiento. Algunas de estas vias son: la
industria farmacéutica (Mirabella et al., 2014), y alimentacion y cosméticos (Lata et al.,
2005; Sudha et al., 2007). Algunos trabajos realizados en Asturias describen la
actividad antiviral de extractos de este sub-producto o el uso de la magaya en la
elaboracion de aguardientes (Rodriguez Madrera et al., 2013; Suarez Valles et al.,
2010).

Las magayas contienen alrededor de un 70-85% de humedad lo que aumenta la
probabilidad de deterioro de sus componentes quimicos y afecta su estabilidad en el
almacenaje (Lavelli & Corti, 2011). Aunque el tiempo de exposicion al aire o el
tratamiento posterior al prensado (p.e., secado) puedan afectar sus cualidades, otros
aspectos como las variedades y las condiciones ambientales durante el crecimiento de
la manzana, tienen una gran influencia (De Fatima-Sato et al., 2011). La magaya es
una fuente de diferentes elementos de alto valor: fibra dietética, azlicares compuestos
volatiles, triterpenoides, acidos no volatiles y polifenoles (Schieber et al., 2001;
Waldbauer et al., 2017).

Los polifenoles son productos del metabolismo secundario de las plantas, con un alto
valor biolégico. Durante el prensado de la manzana, parte de ellos pasa al mosto, pero
una proporcion importante queda retenida en la magaya, ya que la mayoria de estos
compuestos se encuentra localizados en la piel, en profunda interaccion con las
paredes celulares (Sanoner et al., 1999). Entre los componentes identificados
destacan flavanoles (catequina, epicatequina), procianidinas, acidos hidroxicinAmicos
(clorogénico, derivados del acido p-cumarico), flavonoles (derivados de la quercetina),
dihidrocalconas (floricina, floretin 2-xiloglucésido) y antocianinas (Cetkovi¢ et al., 2008;
Difieiro Garcia et al., 2009; Vrhovsek et al., 2004). Algunos de estos compuestos,
como la floricina, son considerados un buen marcador para la identificacién de
productos derivados de manzana. Otros, como las procianidinas, han sido reconocidas
entre las mayores contribuyentes a la capacidad antioxidante de las manzanas
(Chinnici et al., 2004).

En la Figura 1 se muestran las estructuras quimicas de algunos polifenoles.
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R: ramnoglucosa- Rutina
R: glucosa- Isoquercitrina
R: ramnosa- Quercitrina
R: galactosa-Hiperina

R: xilosa-Reynoutrin

Figura 1: Moléculas quimicas de los polifenoles. A - Floricina. B - Flavonol.

Otros componentes bioactivos de gran importancia, y menos estudiados, son los
acidos triterpénicos, concretamente: el acido ursélico (AU) y el acido oleandlico (AO),
mostrados en la Figura 2. EI AO y su isémero, el AU se encuentran ampliamente
distribuidos en el reino de las plantas y productos alimentarios derivados de ellas
(Guinda et al., 2010). Ambos son compuestos importantes que forman parte de la cera
presente en la cuticula que recubre el fruto o las hojas (Koch & Ensikat, 2008). Las
ceras de la cuticula constituyen un buen recurso de triterpenos ya que juegan un papel
en proteccion contra estrés bidtico, ya sea contra la accion de herbivoros o patégenos
(Poirier et al., 2018; Szakiel & Mroczek, 2007). La cantidad de éacido ursélico que
pueden contener los vegetales puede variar en funcién de la estacién del afio, o del
desarrollo del fruto (Pensec et al., 2014; Perag6n, 2013).

Figura 2: (A) Acido Oleandlico (B) Acido Ursdlico

La investigacion sobre estos compuestos ha sido creciente en los ultimos afios debido
a sus actividades relacionadas con la salud: su capacidad anti-inflamatoria,
antitumoral, hepato-protectora, antibacteriana, anti-VIH, analgésica, gastroprotectiva y
propiedades asociadas con la prevenciéon y cuidados paliativos de la diabetes, etc.
(Cargnin & Gnoatto, 2017; Lépez-Hortas et al., 2018) Incluso se relaciona el acido
ursolico con el rendimiento fisico, puesto que estimula el crecimiento, muscular y
reduce la grasa (Kunkel et al., 2011)



Para la extraccion de estos compuestos bioactivos hay diferentes estrategias
actualmente en uso (maceracion, digestion, Soxhlet) caracterizadas, en general, por
su laboriosidad y por el empleo de una elevada cantidad de disolventes.

El reto actual es el de obtener un rendimiento de extraccion maximo en el menor
tiempo posible, y para ello se han desarrollado técnicas alternativas a las anteriores
que agrupan las cualidades deseadas de economia, eficacia y reproducibilidad (Tiwari,
2015). Entre ellas, la aplicacion de Ultrasonidos de Alta Potencia (UAP) ha cobrado
notoriedad en la extraccion de compuestos de alto valor en todo tipo de matrices, tanto
a nivel de laboratorio como a escala industrial (Lavilla & Bendicho, 2017).

Los ultrasonidos son una forma de energia asociada al sonido a frecuencias que estan
por encima del umbral detectado por el oido humano, entre 16-20 kHz y 1MHz. El
rango de energia que tiene interés desde el punto de vista de la extraccion de
componentes es el de baja frecuencia, denominado Ultrasonidos de Alta Potencia (16
— 100kHz). Cuando un liguido se somete a ultrasonidos tiene lugar en el medio una
presién acustica, Pa, que responde a una ecuacion del tipo:

Pa = Pa sen(2-mr-f-1) D)
Pa es la maxima amplitud de la onda; f su frecuencia y t, el tiempo.

La efectividad de esta técnica es debida al fenémeno conocido como cavitacién, que
consiste en la formacién de microburbujas de vapor, su crecimiento e implosion
durante la propagacion de la onda de ultrasonidos en el medio liquido. Esto origina en
el entorno de dichas burbujas una condiciones extremas similares a haber alcanzado
los 5000°C y 2000 atm (Flannigan & Suslick, 2005). Estos pequefios colapsos dan
lugar la disrupcion de las paredes celulares, permitiendo asi la penetracion del
disolvente y la transferencia de masa. La cavitacion esta relacionada con las
caracteristicas de los ultrasonidos aplicados y del medio liquido (Lavilla & Bendicho,
2017). Entre sus principales ventajas destacan el incremento del rendimiento de
extraccion y la posibilidad de usar disolventes menos dafiinos para el medio ambiente
(Tiwari, 2015).

Las aplicaciones de la técnica de ultrasonidos son numerosas y diversas. Cabe citar
algunas relacionadas con la recuperacion de componentes bioactivos de subproductos
vegetales, por ejemplo, polifenoles (Pingret et al., 2012; Virot et al., 2010); &cidos
triterpénicos (Fan et al., 2016; Wozniak et al., 2018), y pectinas (Minjares-Fuentes et
al., 2014).

2. Planteamiento y Objetivos

La magaya es un sub-producto de la industria sidrera que es preciso aprovechar, no
solo por motivos medioambientales sino también econdémicos. Este material contiene
una gran diversidad de componentes de alto valor nutricional, farmacéutico y
cosmetico, por lo que una posible estrategia consiste en extraer dichos compuestos de
una forma eficiente y reproducible.



Por ello, el Objetivo de este Trabajo es optimizar una técnica de extraccion asistida por
Ultrasonidos de Potencia para evaluar el potencial de las magayas para la
recuperacion de acidos triterpénicos y polifenoles de bajo peso molecular, en concreto,
flavonoles y dihidrocalconas, para su andlisis por HPLC.

Para ello, se estudian las condiciones de extraccion (potencia y tiempo) y el método
optimizado se aplica en el analisis de 20 muestras monovarietales (variedades de
manzana de sidra de diferentes grupos tecnolégicos) y 15 industriales obtenidas de
mezclas plurivarietales con distintos sistemas de prensado utilizados en Asturias.

3. Material y métodos

3.1 Muestras

Se analizaron 35 magayas, 20 de tipo monovarietal y 15 de procedencia industrial,
cuyas caracteristicas se resumen en las Tablas 1A y 1B. Estas fueron secadas a
60°C durante 48 horas, molidas y tamizadas a un tamafio de particula 0,5mm, y
mantenidas al vacio en desecador hasta su andlisis.

Tabla 1A. Magayas de manzanas pertenecientes a la DOP Sidra de Asturias.

Nomenclatura de Variedades Grupo tecnolégico
trabajo

M1 Ernestina Dulce-Amarga
M2 Meana Amargo-Acida
M3 Solarina Semiécida
M4 Regona Acido-amarga
M5 Verdialona Dulce
M6 Perezosa Semiacida
M7 Durona de Tresali Acido-amarga
M8 Fuentes Muy acida
M9 Prieta Acida
M10 Perico Semiacida
M11 Coloradona Dulce-amarga
M12 Xuanina Acida
M13 De la Riega Semiacida
M14 Blanquina Acida
M15 San Roquefia Acida
M16 Tedrica Muy &cida
M17 Panquerina Semiacida
M18 Clara Amarga
M19 Raxao acida
M20 Collaos Semiacida

Dapena de la Fuente & Blazquez Noguero (2009)

La prensa tradicional, es una prensa hidraulica de cajén en la que tiempo de prensado
es prolongado (2-4 dias) y la fuerza se aplica de manera vertical. En la prensa
neumatica la presion se ejerce a través de una membrana interna, la cual comprime la
manzana contra las paredes de la prensa. Por ultimo, la prensa horizontal de pistén



tipo Bucher-Guyer estd formada por un cilindro en el que estan dispuestas una serie
de varillas flexibles, recubiertas de una fibra sintética a través de las cuales pasa el
mosto de manzana, con un nivel discreto de sélidos en suspension.

Tabla 1B. Magayas procedentes de la industria sidrera asturiana

Nomenclatura Prensa Procedencia Tiempo de
de Trabajo de la prensado
manzana
11 N Francesa 8h
12 N Francesa 8h
13 N Francesa 8h
14 N Asturiana 8h
15 N Asturiana 8h
16 T Gallega 24h
17 T Gallega 48h
18 T Gallega 24h
19 T Asturiana 48h
110 T Asturiana 24h
111 N Asturiana 8h
112 PH Asturiana 1,5ht
113 PH Asturiana 1,5h
114 PH Asturiana 1,5h2?
115 PH Asturiana 1,5h

T: tradicional; N: neumatica; PH: prensa horizontal del piston, tipo Bucher-Guyer
(2): tratamiento enzimético después del prensado; (2): maceracion previa (Total
del tratamiento 24h).

3.2 Reactivos y disolventes

Reactivo de Folin-Ciocalteu (Merck, Darmastadt, Alemania), carbonato sédico, acido
acético, metanol y etanol de calidad cromatografica (Panreac, Barcelona, Espafia). Los
patrones de acido galico, floricina, flavonoles (rutina, avicularina y quercitrin) y los
acidos triterpénicos ursdlico (AU) y oleandlico (AO) fueron suministrados por Sigma-
Aldrich (S. Louis, MO, USA). Los patrones de avicularina e isoquercitrin fueron
suministrados por Extrasynthése (Genay, Francia).

3.3 Métodos y equipos
3.3.1 Extraccion de polifenoles y acidos triterpénicos

Se utilizé un equipo de ultrasonidos (UP200Ht 200W, 26kHz de Hielshcher Ultrasound
Power, REM, Asturias, Espafia) provisto de una sonda de 2mm. Las muestras de
magaya (1,0 g) se sometieron a extraccion en tubos de centrifuga con 20mL de una
mezcla de etanol/agua (80/20), a 30°C durante 15 minutos, aplicando una potencia de
200W (Amplitud del 100%). Se centrifuga (10min, 10°C, 17.000G) y el sobrenadante
se filtra (PVDF 0,45um, Teknokroma, Barcelona, Espafa) para su analisis.



3.3.2 Métodos analiticos

Cromatograficos

El equipo cromatografico esta integrado por una bomba de baja presién (Waters 600),
un inyector automético (Waters 717 plus), un detector de fotodiodos (Waters 2996) y
un sistema Empower v.3.0 para el control de las condiciones de andlisis y la recogida
de datos. La separacion, tanto de polifenoles como acidos triterpénicos, se realizé
inyectando 10 pyL en una columna de fase inversa Cig Nucleosil C120 (250 x 4,6mm;
3um, Marcherey-Nagel, Panreac, Barcelona) a 30°C, utilizando como fase movil
mezclas de acido acético al 2% y metanol, de acuerdo con las condiciones que se
citan a continuacion:

a) Acidos triterpénicos:

Régimen de elucion isocratico (0.80 mL/min) con Metanol/Acido acético (90/10).
Longitud de onda de deteccién: 210 nm.

b) Polifenoles:

Régimen de elucién en gradiente, de acuerdo con lo establecido por Difieiro Garcia et
al. (2009). Longitudes de onda de deteccion: 280 nm para las dihidrocalconas (floricina
y floretin 2-xiloglucésido) y 350 nm para los flavonoles (rutina, isoquercitrina,
avicularina, hiperina, quercitrin).

En ambos casos, la cuantificacion se realizé a partir de calibraciones externas,
inyectando por duplicado disoluciones patrén con concentraciones conocidas de cada
compuesto. Se emplearon como estandares: floricina para las dihidrocalconas,
quercitrin para los flavonoles; oleandlico y ursélico. Los acidos triterpénicos T1-T6 se
cuantifican usando como patrén el acido ursolico.

Espectrofotométricos

Los Polifenoles Totales (PT) se determinaron por espectrofotometria de acuerdo con el
método de Folin (Métodos Oficiales de Andlisis, 1998). Se empled un Perkin-Elmer
Lambda 35 utilizando celdas desechables de 1 cm de paso 6ptico. La reaccion se
desarroll6 directamente en las celdillas, afiadiendo los reactivos en este orden:

Un volumen de muestra de 0,030 ml, 2,37ml del reactivo Folin previamente diluido en
agua al 6,5% y por ultimo 0,60 ml de Na,COs al 20%. La lectura se efectia a 750 nm,
y los resultados se expresan en mg acido galico/g de magaya seca.

3.3.3 Andlisis estadisticos
El paquete estadistico SPSS v.12 para Windows se utilizé para ejecutar los analisis de
varianza (ANOVA) para evaluar el efecto de los factores experimentales (relaciones
soluto/disolvente, proporcién de etanol, tiempo y potencia de ultrasonidos) sobre las

concentraciones de polifenoles y acidos triterpénicos. Se aplica también un test de
Tukey de diferenciacion de medias, tomando como nivel de significaciéon p < 0,05.

4. Resultados

4.1 Ensayos previos



Se realiza una serie de experimentos con el fin de determinar la relacién éptima entre
sélido y disolvente, y la mezcla de extraccion. En todos los casos, las extracciones se
efecttan por triplicado en vasos de precipitados, agitando a 500 rpm durante 24 horas.

En el primer ensayo se compara el efecto de la relacion soluto/disolvente sobre la
concentracion de polifenoles totales (mg galico/g magaya). Se eligen tres valores de la
relacion: 1/5, 1/10 y 1/20. Se observa que la relacion 1/20 proporciona
concentraciones de polifenoles totales significativamente superiores (p<0,05), por
ende, se elige ésta para las pruebas posteriores.

En el siguiente ensayo se determina el efecto de la proporcién de etanol sobre la
extraccion de los compuestos triterpénicos. Se evallan tres disolventes con diferentes
porcentajes de etanol:80%, 90% y 100%.

Se analizan por HPLC en estos extractos seis compuestos no identificados (T1-T6) y
los acidos oleandlico y ursdlico. Los resultados (mg compuestos /g magaya) indican
gue no hay diferencias significativas en las concentraciones extraidas debidas a este
factor, y que son: T1, 0,75; T2: 0,45; T3, 1,78; T4, 1,18; T5, 0,42; T6, 0,33; AO, 0,24 y
AU, 2,16.

Por ello se elige la mezcla de extraccion con el menor porcentaje de etanol.

4.2 Optimizacion de las condiciones de extraccion asistida por ultrasonidos

El tercer ensayo tiene por objetivo determinar qué condiciones de tiempo y potencia de
ultrasonidos son adecuadas para lograr la mayor extraccién en el menor tiempo
posible.

Para ello, se evalGan tres valores de potencia aplicada, modificando la amplitud de la
onda (25%, 50%, 100%) de acuerdo con la ecuacién (1). En cada caso, se extraen por
duplicado a 5, 10, 15 y 30 minutos y se analizan por HPLC los &cidos triterpénicos y
los polifenoles. Los resultados se muestran en las tablas 2 y 3 respectivamente.

Los valores de mg de acido triterpénico/g de magaya evaluados mediante el andlisis
de la varianza muestra que existen diferencias estadisticamente significativas para la
amplitud, tiempo y la interaccion entre ambas (p=0,001). En la Tabla 2 se observan
dos hechos: primero, que a mayor potencia, mayor extraccidon en todos los casos, a
excepcién del compuesto T5 y el 4cido oleandlico. Segundo, que a la maxima potencia
aplicada no hay, en general, incrementos significativos de la concentracion de
compuestos extraida a partir de los 15 minutos.

En relacién al efecto de las condiciones de trabajo sobre los perfiles fendlicos, se han
identificado seis flavonoles (hiperina, rutina + isoquercitrin, reynoutrin, avicularina y
quercitrin) y dos dihidrocalconas (floretin 2-xiloglucésido - F-2XG - y floricina). Los
resultados indican que existen diferencias estadisticamente significativas tan solo para
la amplitud (p=0,000). Como se muestra en la Tabla 3, la tendencia general es similar
a la observada en el caso de los acidos triterpénicos, es decir, a mayor potencia,
mayor concentracion extraida.

En consecuencia, se decide seleccionar como condiciones de extraccion una amplitud
del 100% y 15 minutos de exposicion, porque éstas resultan adecuadas para
practicamente la totalidad de los componentes objeto de estudio.



Tabla 2. Efecto de la amplitud de ultrasonidos y el tiempo sobre la extraccion de compuestos triterpénicos (media + desviacion estandar).

Datos en mg/g magaya

Componentes

Tl
Tukey
T2
Tukey
T3
Tukey
T4
Tukey
T5
Tukey
T6
Tukey
AO
Tukey
AU

Tukey

Valores con distinta letra en la misma fila o columna indican, respectivamente, diferencias significativas para el tiempo y la amplitud (test de Tukey, p<0,05).

Amplitud

25
50
100

25
50
100

25
50
100

25
50
100

25
50
100

25
50
100

25
50
100

25
50
100

Sig.

Tiempo

*%

*%

*%

Sig.
Amplitud

*%

NS

Sig.
Interaccion

NS

NS

NS

(***) Sig. p<0,01; (**) Sig. p<0,05; (*) p<0,10; NS: no significativo.

T

0,95+ 0,02
1,01+ 0,02
0,99 + 0,03
a
0,74 + 0,03
0,84 + 0,03
0,87 + 0,05
a
3,68 +0,16
4,02 + 0,08
4,35 + 0,06
a
1,92+0,11
2,19 £ 0,02
2,76 + 0,06
a
0,64 + 0,03
0,72+0,10
0,65+0,11
a
0,42 + 0,02
0,40+0,01
0,44 + 0,02
a
0,64 £ 0,04
0,99 + 0,02
0,99 £+ 0,06
a
2,81+0,16
3,44 + 0,05
5,03 £ 0,06
a

0,94 + 0,04
1,05+ 0,05
1,03 £0,03
ab
0,73 £ 0,02
0,86 + 0,04
0,85 + 0,06
a
3,66 + 0,19
4,22 +£0,18
4,45 £ 0,07
b
1,97 £ 0,09
2,47 £0,11
2,82 + 0,07
b
0,62 + 0,01
0,64 + 0,03
0,49 £ 0,21
a
0,43 + 0,03
0,42 £ 0,02
0,80 + 0,56
b
0,69 + 0,07
1,13 £ 0,06
0,95 + 0,03
b
3,09 + 0,23
4,18 + 0,26
5,14 + 0,13
b

0,99 + 0,03
1,06 £ 0,01
1,03 £ 0,03
ab
0,78 £ 0,01
0,91 + 0,02
0,91 + 0,02
b
4,10 + 0,06
4,22 +0,09
4,56 + 0,09
c
2,28 £0,18
2,48 £ 0,09
2,95 + 0,05
c
0,68 + 0,01
0,67 + 0,03
0,63 + 0,03
a
0,49 + 0,02
0,43 +£0,01
0,84 + 0,10
b
0,83 + 0,05
1,13+ 0,06
0,96 + 0,04
c
3,89 + 0,31
4,24 + 0,21
5,38 + 0,14
c

1,01 +£0,01
1,00 +£ 0,04
0,98 +0,10
b
0,76 + 0,04
0,88 + 0,03
0,90 + 0,02
b
4,09 + 0,07
4,48 + 0,04
4,47 £ 0,09
C
2,40+ 0,02
2,76 + 0,03
2,88 + 0,05
d
0,68 + 0,02
0,68 + 0,03
0,65 + 0,24
a
0,49 £+ 0,02
0,46 + 0,02
0,82 +0,52
b
0,88 £ 0,03
1,23 +0,05
0,95 £ 0,06
d
4,11 + 0,06
5,00 + 0,07
5,26 £ 0,18
d
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Tabla 3. Efecto de la amplitud de ultrasonidos y el tiempo sobre la extraccién de polifenoles (media + desviacién estandar). Datos en mg/g

magaya.

Componentes

Hiperina

Rutina + Isoquercitrin

Reynoutrin

Avicularina

Quercitin

Floricina

F-2XG

Amplitud

25
50
100
25
50
100
25
50
100
25
50
100
25
50
100
25
50
100
25
50
100

Sig.
Tiempo

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

Sig.
Amplitud

*%

*%

NS

NS

NS

*kk

Sig.
Interaccion

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

G

DT OT QLD DY DYDY DYDY DT D

o

0,27 + 0,01
0,28 £0,01
0,27 £0,01
0,16 +£0,01
0,16 £ 0,01
0,16 £ 0,01
0,13 +0,01
0,13+0,01
0,12 £ 0,02
0,22 +0,01
0,22 £0,01
0,22 +0,01
0,20 + 0,01
0,20+0,01
0,20+ 0,01
0,25+0,01
0,26 + 0,01
0,28 +0,01
0,12 £ 0,01
0,09 +0,01
0,12 +0,01

10min.

0,26 + 0,01
0,28 £0,01
0,28 £0,01
0,16 +£0,01
0,17 £0,01
0,16 £ 0,01
0,13+0,01
0,13+0,01
0,13+0,01
0,22 +0,01
0,23+0,01
0,22 +0,01
0,20 + 0,02
0,21+0,01
0,20+ 0,01
0,20+0,01
0,27 + 0,01
0,28 +0,01
0,12 £ 0,01
0,09 +0,01
0,12 +0,01

15min

0,28 + 0,01
0,28 £0,28
0,27 £0,01
0,16 +£0,01
0,16 £ 0,01
0,16 £ 0,01
0,13 +0,01
0,13+0,01
0,13+0,01
0,22 +0,01
0,22 £0,01
0,21+0,01
0,20 £ 0,01
0,21+0,01
0,19+0,01
0,20+0,01
0,25 +0,01
0,27 +0,01
0,12 +0,01
0,09 +0,01
0,12 +0,01

0,27 + 0,01
0,28 £0,01
0,28 £0,01
0,15+0,01
0,16 £ 0,01
0,15+0,01
0,13+0,01
0,13+0,01
0,13+£0,01
0,22+0,01
0,22 £0,01
0,22+0,10
0,20+ 0,01
0,20+£0,01
0,20£0,10
0,25+0,01
0,27 + 0,01
0,28 +0,10
0,12 + 0,01
0,09 +0,01
0,12 +0,10

Valores con distinta letra en la misma columna indican diferencias significativas para la amplitud (test de Tukey, p<0,05). (***) Sig. p<0,01; (**) Sig. p<0,05;

(*) p<0,10; NS: no significativo.
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4.3 Andlisis de los &cidos triterpénicos en magayas

En la Figura 3 se muestra un cromatograma de acidos triterpénicos en un extracto de
magaya. Fueron identificados por inyeccion de los patrones correspondientes los
acidos oleandlico y ursélico, y se cuantificaron otros 6 componentes desconocidos,
(T1-T6) tomando el ursélico como estandar.

o

=

[o2}

3
Ursolico - 15,936

AU
T4-7,146

Oleanolico - 15,423

50 ‘ ‘ ‘ ‘ ld,O ‘ ‘ ‘ ‘ 15‘,0 ‘ ‘ ‘ ‘ Zd,O ‘ ‘ ‘ ‘ 25,C
Minutes

Figura 3: Cromatograma (A: 210nm) de &acidos triterpénicos de un extracto de
magaya.

En las Tablas 4 y 5 se muestran los valores de concentracion de acidos triterpénicos
en magayas monovarietales e industriales respectivamente.

En general, el acido ursélico, presente en las magayas en un rango de concentracion
comprendido entre 0,91 y 10,11 mg/g, es el compuesto mayoritario. Le siguen en
orden de importancia los acidos triterpénicos T3y T4.

Las muestras procedentes de la industria presentan contenidos significativamente
mayores (p<0,05) de T1, T2, T4 y T6, mientras que las muestras monovarietales
contienen mayores niveles de T3. En el resto de los acidos analizados no se observan
diferencias significativas entre ambas categorias.

¢ Magayas monovarietales

La suma de los acidos triterpénicos analizados en esta categoria de muestras varia
entre 6,61 (M12) y 13,91 (M13) mg/g. El acido ursélico es el compuesto mayoritario en
todas las magayas, a excepcion de la muestra 6, en la que predominan los acidos T3y
T4. Estos tres componentes representan en conjunto entre el 63% y el 95% de los
acidos presentes. Por el contrario, otros &cidos como T1, T2, T5 y T6 no se detectan
en gran parte de las magayas.
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Tabla 4. Valores de concentracion de triterpenos en magayas monovarietales (mg/g).

Ref T1
TablalA
M1 nd
©
o M2 nd
=)
a M4 0,62
o M5 nd
(@)]
= M7 0,67
€ M11
< 0,58
M18 nd
M3 0,27
()]
© M6 0,48
©
'S M10 nd
?g M13 nd
() M17 Nd
n
M20 0,04
M8 nd
> M9 nd
=)
S 9 M12 nd
0o M14 nd
© S
S ® M15 nd
(&]
<L M16 0,46
M19 nd

nd: no detectado.

T2

1,57
nd
0,30
nd
0,31
nd
nd
0,65
0,06
nd
nd
nd
nd
1,54
0,04
nd
nd
2,20
nd
nd

T3

0,59
3,27
1,64
2,88
3,56
2,74
2,83
0,52
3,51
2,78
4,00
1,83
1,57
1,05
2,44
2,17
2,09
0,46
3,12
2,66

Magayas industriales

T4

0,70
1,57
1,25
2,00
2,04
0,99
2,27
1,20
3,37
2,27
2,16
2,47
1,45
2,49
1,59
0,58
2,17
1,26
1,54
1,24

TS

0,40
0,12
0,43
0,58
0,55
0,52
0,09
nd
0,57
nd
0,69
nd
0,33
nd
nd
nd
0,41
0,55
nd
nd

T6

0,60
0,15
0,50
0,65
nd
nd
nd
0,43
nd
nd
nd
nd
0,35
nd
nd
nd
0,38
0,57
nd
nd

AO

0,33
0,49
0,49
0,66
0,90
0,60
1,03
0,50
0,47
0,92
1,27
1,04
0,35
0,94
0,41
0,35
0,51
1,11
0,36
0,98

AU

3,43
4,20
4,29
4,28
4,80
4,88
6,13
4,60
2,17
4,67
5,80
5,70
3,17
511
2,35
3,51
3,66
5,98
3,41
6,46

Suma

7,62
9,80
9,52
11,05
12,83
10,31
12,35
8,17
10,63
10,64
13,92
11,04
7,26
11,13
6,83
6,61
9,22
12,13
8,89
11,34

En la categoria de magayas industriales, la suma de compuestos triterpénicos varia
entre 5,21 mg/g en la muestra 16, y los 22,52 mg/g de la referencia 112. Andlogamente
lo descrito en el apartado anterior, el &cido ursélico es el componente mayoritario en
todas las muestras, a excepcion de las magayas 12, en la que predomina el acido T4, y
en las referencias 16, 17, en las que los compuestos T3, T4 y ursélico estan en
concentraciones similares.

Entre las magayas industriales, a diferencia de lo observado entre las monovarietales,
solo los compuestos T5 y T6 estan ausentes en algunas de las muestras (12, 15, 110)
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Tabla 5 Valores de concentracién de triterpenos en magayas industriales (mg/g).

AU

1 071 0,73 0,95 4,30 0,48 060 1,06 607 149
9 12 088 0,87 1,08 5,23 nd nd 0,04 1,36 9,46
l‘% 13 0,89 1,00 1,08 5,76 064 042 0,96 581 16,56
£ 14 035 034 0,63 3,51 035 0,30 0,64 466 = 10,78
; I5 037 032 054 3,14 nd nd nd 4,42 8,79
111 1,26 075 457 2,98 061 043 0,90 535 16,85
® 16 0,68 0,60 1,11 1,15 022 027 0,21 0,97 5,21
c—g 17 074 0,72 1,40 1,36 0,18 0,18 0,28 0,91 5,77
) 18 055 0,63 1,31 1,33 038 041 0,54 3,87 9,02
'-c% 19 080 0,71 2,62 2,76 061 054 1,17 570 14,91
= 110 048 0,71 1,82 1,78 nd nd 0,60 3,80 9,19
= 112 1,05 1,69 291 3,40 068 086 1,83 10,10 22552
§ ‘g 113 205 089 3,19 2,69 056 044 0,95 521 15098
.5_’_’ g 114 056 0,63 1,23 2,12 039 041 1,18 6,74 13,26
I 115 066 0,66 1,74 2,13 042 037 1,10 6,57 13,65
nd: no detectado.

4.4 Andlisis de polifenoles en magayas

En la figura 4 se muestra el cromatograma de los compuestos fendlicos analizados en
este estudio. Son 6 flavonoles (hiperina, rutina+isoquercitrin, reynoutrin, avicularina y
guercitrin) y dos dihidrocalconas: la foricina y el floretin 2-xiloglucésido (F-2XG).

0,0429+
0,03967
0,03637
0,03307
0,02971
0,0264
0,02317
0,01987
0,01657
0,0132]
0,009
0,00661
0,00337

0,00004

Figura 4: Cromatograma de polifenoles (A=280 nm) de un extracto de magaya. (1) Floretin2-
Xiloglucésido (2) Floricina (3) Hiperina, (4) Rutina+lsoquercitrin (5) Reynoutrin, (6)
Avicularina (7) Quercitrin.

En las tablas 6 y 7 se recogen los valores de concentracion de polifenoles en
magayas, monovarietales e industriales respectivamente. Los valores de polifenoles
totales determinados por el método de Folin varian en el conjunto de magayas
analizadas entre 1,36 y 6,39 mg/g. Entre los compuestos fendlicos analizados por
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HPLC, los flavonoles representan entre el 50% y el 92% del total, siendo la hiperina el
compuesto mayoritario. El analisis de varianza indica la existencia de diferencias
significativas (p<0,05) entre las dos categorias de magayas en relacion a la
concentracion de polifenoles totales (mayor en monovarietales, con un promedio de
3,77mgl/g), quercitrin (mayor en industriales, con un promedio de 0,21 mg/qg) y floricina
(mayor en monovarietales, con un promedio de 0,34 mg/g).

¢ Magayas monovarietales

La concentracion de polifenoles totales varia en este conjunto de muestras entre 2,43
mg/g de la variedad Perezosa (M6) y 6,39 mg/g de la variedad Coloradona (M11).
Como ya se indico previamente, la Hiperina es el compuesto mayoritario, con rangos
de concentracion entre 0,12 y 0,67 mg/g, seguida por la floricina, que varia entre 0,15-
0,69 mg/g (Tabla 6).

Tabla 6. Valores de concentracion de polifenoles en muestras monovarietales. Datos
en mg/g de magaya.

Ref

<
i
&
o}
©
—

Reynoutrin
Avicularina
Quercitrin
Floricina

Isoquercitrin

M1 0,28 0,14 0,10 0,21 0,14 0,15 nd 2,67 3,69

% M2 0,24 0,11 0,09 0,12 0,13 0,32 0,12 3,08 4,21
£ M4 0,22 0,11 0,12 0,19 0,15 0,69 0,08 4,74 6,30
; M5 0,33 0,16 0,11 0,19 0,15 0,25 0,11 3,11 4,41
13 M7 0,23 0,19 0,13 0,22 0,14 0,37 0,14 3,75 5,17
g M11 0,18 0,11 0,16 0,26 0,15 0,46 0,13 6,39 7,84
© M18 0,27 0,18 0,15 0,28 0,13 0,50 0,06 4,66 6,23

M3 0,25 0,16 0,13 0,07 0,20 0,30 0,12 3,45 4,68
8 M6 0,16 0,13 0,09 0,12 0,12 0,22 0,11 2,43 3,38
% M10 0,21 0,12 0,11 0,18 0,22 0,60 0,14 3,62 52
:g M13 0,31 0,16 0,11 0,14 0,14 0,21 nd 3,08 4,15
% M17 0,28 0,12 0,13 0,19 0,21 0,45 0,13 3,98 5,49

M20 0,12 0,25 0,12 0,15 0,16 0,22 0,12 3,34 4,48
& M8 0,66 0,50 0,21 0,28 0,40 0,19 nd 4,26 6,5
.-g M9 0,37 0,27 0,12 0,13 0,22 0,24 0,05 2,97 4,37
g M12 0,57 0,20 0,18 0,30 0,13 0,41 0,20 4,65 6,64
§ M14 0,17 0,13 0,09 0,12 0,15 0,53 0,12 3,01 4,32
N M15 0,67 0,35 0,15 0,21 0,27 0,21 0,11 4,23 6,2
g M16 0,49 0,29 0,18 0,24 0,20 0,16 nd 3,76 5,32
<L() M19 0,20 0,31 0,14 0,19 0,22 0,40 0,05 4,76 6,27

PT: polifenoles totales (mg galico/g). nd: no detectado.
e Magayas industriales

En esta categoria, la concentracion de polifenoles totales varia entre 1,36 mg/g de la
magaya 17, y 5,25 de la referencia I11. La hiperina es también, en esta categoria, el
compuesto mayoritario, variando su contenido entre 0,14 y 0,42 mg/g,
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correspondientes a las muestras 112 e 115, ambas procedentes de una prensa de
piston horizontal (Tabla 7).

Tabla 7. Valores de concentracion de polifenoles en muestras industriales. Datos en
mg/g de magaya.

Reynoutrin
Avicularina
Quercitrin
Floricina

c
=
=
o
b
)
S
o
o
i

11 0,24 0,10 0,12 0,22 0,30 0,33 0,11 5,25 6,67
12 0,24 0,09 0,12 0,23 0,28 0,26 nd 3,81 5,03

2]
§ 13 0,17 0,18 0,12 0,23 0,29 0,39 nd 3,47 4,85
g 14 0,39 0,23 0,16 0,18 0,21 0,34 0,14 3,59 5,24
%" 15 0,31 0,20 0,15 0,25 0,23 0,37 0,12 4,70 6,33
111 0,30 0,17 0,14 0,24 0,21 0,30 nd 2,94 4,3
" 16 0,25 0,17 0,10 0,18 0,15 0,20 0,12 3,89 5,06
% 17 0,27 0,19 0,15 0,24 0,19 0,18 0,11 1,36 2,69
_5 18 0,26 0,19 0,13 0,19 0,18 0,22 0,12 3,28 4,57
% 19 0,28 0,18 0,15 0,25 0,22 0,17 0,12 2,67 4,04
= 110 0,20 0,14 0,11 0,16 0,16 0,20 0,12 2,85 3,94
_ 112 0,14 0,09 0,09 0,07 0,14 0,17 nd 1,98 2,68
§ ‘g 113 0,34 0,21 0,16 0,26 0,22 0,30 0,12 3,99 5,6
.g__’ -g 114 0,26 0,14 0,13 0,21 0,18 0,29 0,12 2,56 3,89
I 115 0,42 0,24 0,18 0,32 0,26 0,37 0,13 3,33 5,25

PT: polifenoles totales (mg galico/g). nd: no detectado.

5. Discusion

e Optimizacién de las condiciones de extraccion de acidos triterpénicos y
polifenoles

En este trabajo se ha planteado la optimizacién de un método de extraccion asistida
por ultrasonidos de potencia para la recuperacion simultanea de acidos triterpénicos y
polifenoles en magayas, uno de los principales subproductos de la industria sidrera.

En primer lugar, dada la distinta naturaleza de los compuestos de interés se procedi6 a
optimizar la mezcla de extraccion. En cuanto a la extraccion de polifenoles en
magayas, se han propuesto mezclas de etanol/agua entre 30-50% (Virot et al., 2010;
Wang et al., 2018), o incluso solo agua, una posibilidad muy atractiva desde el punto
de vista industrial (Pingret et al., 2012).

En el caso de los triterpenos, dada su insolubilidad en agua, los disolventes mas
utilizados en muestras de manzana y magayas son metanol, etanol, acetato de etilo y
mezclas de metanol/agua al 80% (Bars-Cortina et al., 2018; Fan et al., 2016; Cargnin
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& Gnoatto, 2017). Por esta razon se decide utilizar una proporcion minima de etanol,
un disolvente considerado como “verde”, en agua (80%).

La eficacia de la extraccion asistida por ultrasonidos se basa en su capacidad para
fragmentar y erosionar los tejidos vegetales, facilitando la entrada de disolvente y la
transferencia de masa (Chemat et al., 2011; Lavilla & Bendicho, 2017; Tiwari, 2015).
En nuestro estudio, la aplicacion de ultrasonidos durante 15 minutos da lugar a
incrementos en la extraccion de hasta el 140% en el caso del acido ursolico en
comparacion con los ensayos previstos realizados con la agitacion durante 24 horas.

Entre las variables a optimizar en la extraccién asistida por ultrasonidos estan la
potencia aplicada, el tiempo de exposicibn a esta energia y la temperatura. De
acuerdo con la ecuacion (1), la potencia se modula variando la amplitud de la onda
ultrasénica. En nuestro estudio solo se han estudiado potencia/amplitud y tiempo de
extraccion, manteniendo la temperatura constante a 30 °C. Los resultados indican que
a partir de los 15 minutos de exposicion no hay incrementos notables de la
concentracion extraida para la mayoria de los compuestos, tanto &cidos triterpénicos
como polifenoles (Tablas 2 y 3). En esta misma linea, Wang et al. (2018) evaltan
distintos porcentajes de etanol y tiempos de exposicion de la magaya a ultrasonidos
(5-30 minutos), obteniendo un nivel de saturacién de la extraccion de polifenoles
totales y catequina a los 30 minutos. Virot et al. (2010) observan que las condiciones
de extraccion influyen en el tipo especifico de polifenoles extraidos a partir de la
magaya, partiendo en su caso de un material no molido. Entre los valores ensayados
en este estudio obtienen que la extraccion de flavonoles fue maxima a mayor
temperatura (40°C) y tiempo de exposicion (55 minutos).

o Perfiles de 4cidos triterpénicos de magayas.

Los acidos triterpénicos se encuentran fundamentalmente en la capa de cera de la piel
de la manzana (He & Liu, 2007; Poirier et al. 2018). Sus concentraciones dependen de
la variedad, la exposicion al sol y las condiciones ambientales (Andre et al., 2012; Lv et
al., 2016; Bars-Cortina et al., 2018).

Se han analizado 8 compuestos triterpénicos, de los cuales el acido ursélico, T3, T4y
oleandlico son mayoritarios. Con respecto al acido ursélico, las variaciones de
concentracion encontradas entre las muestras monovarietales incluidas en este
estudio oscilan entre 217 y 646 mg/Kg de magaya seca, valores similares o superiores
a los descritos en investigaciones previas analizando la piel de variedades de
manzana de mesa (Andre et al., 2012; Bars-Cortina et al., 2018).

Entre las magayas proporcionadas por la industria sidrera se observa incluso mayor
variabilidad, comparando con las monovarietales. Por ejemplo, el &cido ursélico tiene
un rango de concentraciones entre 0,91 y 10,10 mg/g. El valor mas alto de &cido
ursolico fue observado en una muestra obtenida con una prensa de piston horizontal y
que habia sido sometida a un tratamiento enzimético después del prensado (112, Tabla
1). El empleo de celulasas facilita la extraccion de acido ursoélico en matrices diversas
(Lépez-Hortas et al., 2018), sin embargo, dado que no tenemos informacion precisa
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sobre el tipo de tratamiento aplicado por esta industria no es posible inferir conclusion
alguna.

Los niveles de estos &cidos son comparables con los descritos por Wozniak et al.
(2018), a pesar de los distintos métodos de extraccion. Estos autores caracterizan una
tecnologia de extraccion supercritica con CO; para la recuperacibn de acidos
triterpénicos en magayas de la elaboracién de zumos, constituidas por mezclas de
variedades.

El aislamiento y purificacion del 4cido ursoélico es un &rea de investigacion de gran
interés, considerando las diversas propiedades de este compuesto (Cargnin &
Gnoatto, 2017; Fan et al., 2016). Dado el contenido presente en magayas de sidra,
esta estrategia de revalorizacion tiene gran potencial.

o Perfiles fendlicos de magayas.

En la elaboracion de zumos y sidras, una gran parte de los polifenoles presentes en la
manzana queda retenida en la magaya, en particular los flavonoles, ubicados en la piel
(Cetkovié et al., 2008; Difeiro Garcia et al., 2009).

En el presente estudio los valores de polifenoles totales se establecen entre 1,36 y
6,39 mg/g de magaya, similares a los descritos con anterioridad Suarez Valles et al.
(2010). Los valores mas altos corresponden a las magayas monovarietales. Los
rangos encontrados de estos compuestos son concordantes con los obtenidos por
Difieiro Garcia et al. (2009) y Rodriguez Madera et al. (2017). Tanto los flavonoles
como las dihidrocalconas son compuestos muy estables con el tiempo de almacenado
de las magayas (Lavelli & Corti, 2011), hecho que puede ser relevante desde el punto
de vista del aprovechamiento a gran escala de estos sub-productos.

Entre las magayas de procedencia industrial, las muestras obtenidas con prensas
neumaticas tienen contenidos superiores de polifenoles totales. Los polifenoles son
compuestos sensibles a la oxidacion, por lo que el tiempo de prensado es un factor
relevante. A mayor exposicién de la magaya al aire, menor contenido en polifenoles
totales, como podria observarse en la Tabla 9. Como ejemplo entre las muestras 16, 17
(prensa tradicional, mezcla gallega), y en 19, 110 (prensa tradicional, mezclas de
manzana asturiana), las magayas con ciclos de prensado mas largos (17, 19) presentan
valores inferiores de polifenoles totales.

El tratamiento con enzimas durante el prensado favorece la transferencia de
polifenoles al mosto, lo que podria explicar el menor contenido de polifenoles totales
encontrado en la muestra 112 (Oszmianski et al., 2011).

Con respecto a la posible aplicacion de nuestros resultados a escala industrial para la
recuperacion de polifenoles a partir de los sub-productos del prensado se esta
trabajando en la aplicacion de métodos de secado y de extraccién aplicando
ultrasonidos de potencia, como estrategia eficaz para economizar tiempo y energia.
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6. Conclusiones

El empleo de ultrasonidos de potencia favorece la extracciébn de compuestos
bioactivos reduciendo el tiempo de extraccion y utilizando disolventes
respetuosos con el medio ambiente.

La magaya es un material valioso ya que contiene cantidades apreciables de
acidos triterpénicos, independientemente de las condiciones en que se han
obtenido en la industria. Los perfiles de estos componentes se ven afectados
por la variedad de manzana.

Asimismo, las concentraciones encontradas de polifenoles totales, flavonoles y
dihidrocalconas demuestran el potencial de aprovechamiento que representan
las magayas. Los perfiles de estos componentes dependen de las variedades y
de los sistemas de prensado implicados en el proceso de elaboracion.
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