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@Resumen:

La invencion se refiere a un procedimiento que
permite obtener cutina procedente de residuos
vegetales, la cual presenta una estabilidad térmica a
temperaturas superiores a 200°C. El procedimiento
desarrollado requiere la molturacién de los residuos
vegetales, la adicion de una disolucidn alcalina y una
primera extraccion por ultrasonidos en medio alcalino,
obteniéndose un sobrenadante rico en proteinas
hidrosolubles y antioxidantes y un residuo sélido que
es sometido a una segunda extraccién por
ultrasonidos en etanol. El sobrenadante obtenido es
separado y se le adiciona un acido para la obtencion
de una disolucion con un pH entre 3,5y 5,5. La cutina
precipitara tras mantener la disolucion durante al
menos 4 horas a, al menos, 4°C. Asi, el precipitado
de cutina es separado del sobrenadante vy,
opcionalmente, secado. Ventajosamente, la cutina
obtenida puede ser utilizada en la industria quimica,
cosmética, farmacoldgica y alimentaria.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la obtencion de cutina a partir de residuos vegetales y cutina obtenida

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la obtencién de cutina, basado en
la extraccion secuencial asistida por ultrasonidos, a partir de los residuos vegetales
generados en diferentes industrias de alto interés econdmico. Ventajosamente, el
procedimiento que se preconiza permite obtener otros compuestos adicionales de alto valor

anadido, tales como antioxidantes, proteinas hidrosolubles y material lignocelulésico.

El objeto de la invencion es ofrecer un procedimiento que posibilita la disminucién de coste
de produccién de cutina y genera un valor anadido de los residuos vegetales que se
emplean como materia prima en este procedimiento. También es objeto de la presente
invencion la cutina obtenida por el procedimiento desarrollado, al ser cutina con una
resefiable estabilidad térmica por encima de una temperatura de 200 °C, y que podra ser

destinada para su uso en la industria quimica, cosmética, farmacoldgica y alimentaria.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Actualmente, la produccion de residuos agroindustriales presenta graves problemas
econdmicos y medioambientales de primera magnitud a nivel mundial, con consecuencias

de gran alcance para el medio ambiente y la sociedad.

Sélo en la Unién Europea (UE) se generan anualmente alrededor de 88 millones de
toneladas de residuos alimentarios, con una estimacion de costes asociados de 143.000

millones de euros.

Con el objetivo de minimizar el impacto de estos residuos en el medio ambiente, se
propone la utilizacién de residuos de biomasa procedentes de la industria agroalimentaria
como fuente de diferentes compuestos de alto valor afadido, tales como la cutina, y

subsidiariamente, proteinas hidrosolubles, antioxidantes y material lignocelulésico, no
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habiéndose reportado hasta la fecha una metodologia secuencial que combine la

extraccion de dichos materiales, que presentan multiples aplicaciones industriales.

Las metodologias de extraccion secuencial han sido aplicadas durante los ultimos afos
(Guandalini et al., 2019; Kazemi et al., 2019; NinCevi¢ Grassino et al., 2020) con el objetivo
de maximizar la obtencion de compuestos de alto valor anadido en diferentes residuos

agroalimentarios, minimizando su impacto social y medioambiental.

La patente ES2695874B2 propone una extraccién secuencial para la obtencion de distintos
compuestos de alto valor afadido (proteinas solubles, lipidos, pigmentos y carbohidratos) a
partir de biomasa humeda mediante extracciones sucesivas con agua subcritica
presurizada, etanol expandido con CO. sub- o supercritico y, finalmente, con CO:

supercritico.

La solicitud internacional de patente W02007086762A1 describe un método para la
obtencién de un extracto proteico a partir de residuos, preferentemente de carne, pescado
0 mariscos, hidrolizando la fuente de proteinas con un complejo enzimatico extraido del
kiwi o un complejo enzimatico que incluya enzimas extraidas de kiwi, a una temperatura de
entre 30 y 35 °C durante al menos seis horas y, a continuacion, calentar rapidamente el
hidrolizado resultante a una temperatura de al menos 60 °C (preferiblemente 80 °C) para
desactivar las enzimas y pasteurizar el hidrolizado. Con el mismo objetivo, la patente
ES2626434T3 desarrolla un procedimiento para la obtencion de diferentes fracciones de
proteinas a partir de residuos de biomasa procedentes de semillas de sésamo, utilizando
una extraccion convencional que implica un calentamiento entre 30-70 °C durante al menos
4 horas y una recuperacion del extracto proteico mediante ultrafiltracién después de un

adecuado ajuste del pH de la disolucién.

La composicion de la fraccidn proteica depende de la naturaleza de la fuente seleccionada.
Asimismo, la composicion de la cutina obtenida varia dependiendo de su origen, pero en
términos generales ésta puede definirse como un polimero altamente ramificado,
compuesto principalmente por acidos grasos Cis ¥ Cis, que contienen principalmente
grupos hidroxilo terminales (w-hidroxilo) y de cadena media, unidos a través de enlaces
éster. Otro tipo de grupos funcionales tales como aromaticos, acidos dicarboxilicos y/o

glicerol se pueden encontrar formando parte de la cutina en bajas proporciones. Aunque la
3
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cutina posee una abundancia elevada en diferentes partes de muchas especies vegetales,
ésta tiene una baja accesibilidad ya que se encuentra localizada en el interior de la pared

celular.

En esta linea, se conocen diferentes métodos de extraccidon que emplean disolventes
organicos tales como cloroformo y/o metanol, refiriéndose en la inmensa mayoria de los
trabajos publicados a extracciones destinadas al desarrollo de técnicas analiticas con el
objetivo de analizar la compleja estructura de este polimero lipidico (Chaudhari & Singhal,
2015) (Hernandez Velasco et al.,, 2017). Por ejemplo, Moreira y col. utilizan una
combinacién de liquidos idnicos para extraer la cutina presente en la piel de tomate durante
6 horas a 100 °C, con el objetivo de estudiar su estructura mediante resonancia magnética
nuclear (Moreira et al., 2020). La cutina presente en la piel de tomate ha sido objeto de
estudio por otros investigadores, pero en todos los casos se han reportado métodos
convencionales de extraccion que implican elevadas temperaturas (superiores a 100 °C)
y/o presiones, con largos tiempos de extraccion (José J. Benitez et al., 2018; José Jesus
Benitez et al., 2015; Heredia-Guerrero et al., 2017; Manrich et al., 2017).

Por otro lado, en las solicitudes internacionales de patente W0O2010093320 vy
WO02015028299A1 se desarrollan métodos para obtener una fraccion rica en suberina y/o
cutina a partir de la corteza de abedul y de la piel de tomate, respectivamente. Estos
procesos pueden resumirse, principalmente, en tres etapas: a) someter partes de las
plantas que contienen suberina y/o cutina a una hidrélisis alcalina a diferentes
temperaturas finales superiores a 100 °C entre 10 minutos y 6 horas; b) separar la solucion
acuosa de la fase sélida residual; y c) acidificar la solucién acuosa dando como resultado
una fase acuosa y una fraccion sélida seguida, opcionalmente, de otra etapa para separar
dicha fraccion soélida y/o oleosa de la fase acuosa, preferiblemente por centrifugacion o por

filtracidn y finalmente secado.

Para solventar los problemas que supone el uso de métodos convencionales de extraccion
se propone el uso de una metodologia de extraccion asistida por ultrasonidos (UAE) para la

obtencion de cutina.



10

15

20

25

30

ES2954 422 Al

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion preconiza un procedimiento de obtencién de cutina a partir de
residuos vegetales mediante extraccidén secuencial asistida por ultrasonidos. El objeto de la
invencion consiste en obtener extractos de cutina utilizando ultrasonidos, resultando en
mayores rendimientos de extraccion, menor numero de etapas y menores requerimientos
energéticos que los reportados previamente. Ventajosamente, el procedimiento propuesto
permite obtener, adicionalmente, otros compuestos de alto valor afiadido, tales como

proteinas hidrosolubles, antioxidantes y material lignocelulésico.

La gran mayoria de residuos vegetales contienen cutina en su estructura y, por ello,
pueden ser empleados como materia prima del procedimiento que propone la presente

invencion para la obtencién de cutina.

En este sentido, se debe destacar que la mayoria de las células epidérmicas de las partes
aéreas de las plantas superiores, tales como hojas, frutos y tallos no lefosos, asi como
algunas briéfitas, estan recubiertas por una membrana extracelular continua de lipidos
solubles y polimerizados denominada cuticula o membrana cuticular. La cutina supone
entre el 40-80% de esta membrana; por lo tanto, se pueden encontrar multiples fuentes de

este polimero en la naturaleza.

De acuerdo con la esencia de la invencion, la extracciéon de la cutina ocurre como
consecuencia de los cambios producidos en la estructura celular de la cuticula por la
cavitacién producida por las ondas de ultrasonidos, cuando éstas interaccionan con el

residuo agroalimentario en determinadas condiciones.

Asi, la presente invencién permite realizar la extraccion de la cutina y, opcionalmente, de
otros compuestos de alto valor anadido, a partir de residuos vegetales conforme a las

siguientes etapas:

- Molturacién de los residuos vegetales, donde preferentemente se muelen los
residuos vegetales hasta un tamafio entre 0,5y 1 mm.
- Adicion de una disolucion alcalina que, preferentemente, es una disolucién de

hidroxido de sodio con una concentracion entre el 1% y el 3% (m/v).
5
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Primera extraccién por ultrasonidos en medio alcalino, sin necesidad de realizar
pretratamiento al residuo agroalimentario molturado, obteniendo un residuo sélido
rico en cutina y un sobrenadante, el cual es rico en proteinas hidrosolubles y otros
compuestos de valor anadido, tales como antioxidantes. Preferentemente, esta
primera extraccion por ultrasonidos se realiza durante 6 minutos bajo las siguientes
condiciones: potencia entre 50 y 120 W, amplitud de onda entre un 60% y un 100%,
densidad de corriente entre 1y 8 W/cm? y una temperatura menor o igual a 60 °C.
Primera separacion liquido-solido del residuo sodlido obtenido en la primera
extraccion por ultrasonidos respecto del sobrenadante, que preferentemente se
realiza mediante filtracion o centrifugacion, a, al menos, 5300 rpm durante, al
menos, 10 minutos. Se separa de esta forma el sobrenadante.

Adicién de una mezcla agua-etanol al residuo sélido obtenido en la etapa anterior,
sin necesidad de lavado o secado previo de dicho residuo. Preferentemente, el
etanol presenta una concentracion entre el 40% y el 100%, v/v.

Segunda extraccion por ultrasonidos de la disolucién obtenida en la etapa anterior,
obteniéndose un residuo sélido rico en material lignocelulésico y un sobrenadante
rico en cutina. Preferentemente, la segunda extraccién por ultrasonidos se realiza
durante un tiempo entre 17 y 33 minutos, con una amplitud de onda entre el 60% vy
el 100%, una potencia entre 30 W y 60 W, entre 1,9 W/cmzy 6 W/cm? de densidad
de corriente; y con una temperatura menor o igual a 60 °C. De forma preferente,
igualmente, esta segunda extraccion se realiza con un control de temperatura, de
forma que no se excedan los 60 °C de temperatura para evitar la degradacion de la
cutina extraida.

Segunda separacion solido-liquido del residuo sélido respecto del sobrenadante a
una temperatura menor o igual a 25 °C. Ventajosamente, el residuo sélido obtenido
en esta etapa puede ser aprovechado, por ejemplo, para la obtencion de
biocombustibles, al ser rico en material lignocelulésico. De manera opcional, se
realiza el secado del residuo sélido rico en material lignoceluldsico, preferentemente
por liofilizacion, para su mejor conservacion y mantenimiento de sus propiedades en
el tiempo.

Adicién al sobrenadante obtenido en la etapa anterior de un acido, generandose
una disolucién con un pH entre 3,5 y 5,5, preferentemente con un pH de 4,5. El
acido puede ser un acido inorganico u organico. De manera preferente, el acido

empleado es un acido organico, tal como el acido citrico, mejorando asi la
6
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sostenibilidad del proceso global.

- Mantenimiento de la disolucion obtenida en la etapa anterior a, al menos, 4 °C
durante al menos 4 horas y precipitacion de la cutina contenida en la disolucion en
medio acido.

- Recuperacién de la cutina precipitada mediante una tercera separacién solido-
liquido, que se realiza preferentemente mediante purificacion con agua destilada y

centrifugacion a, al menos, 5300 rpm durante, al menos, 15 min.

De manera opcional, la cutina precipitada se somete a una etapa de secado para preservar
su estabilidad. Esta etapa de secado se realiza preferentemente mediante liofilizacion,
congelando el precipitado a una temperatura de, al menos, -80 °C durante, al menos, dos
horas y, posteriormente, sometiendo el precipitado a, al menos, -80 °C y a, al menos, 0,079
mbar en un equipo liofilizador, hasta alcanzar un porcentaje de agua menor del 1% en la

cutina obtenida.

Como se ha detallado anteriormente, en la primera extraccién por ultrasonidos y
subsecuente separacién liquido-sélido, se obtiene un residuo sdlido que sera procesado
hasta obtener la cutina, y un sobrenadante rico en proteinas hidrosolubles (con una
concentracion entre 600 y 860 mg eq BSA/g de sobrenadante (donde BSA son las siglas
en inglés de albumina de suero bovino, la cual es una proteina que se emplea como
estandar de concentracién de proteinas). El sobrenadante contiene, asimismo, compuestos
antioxidantes con una capacidad antioxidante minimade 1,5+0,1,1,9+ 0,1y 2,1+ 0,1 mg
eq. Trolox/ g sobrenadante, determinada mediante los métodos espectrofotométricos
DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente. Cabe precisar que trolox es una especie
antioxidante de referencia, mientras que DPPH es una técnica de evaluacién de la
capacidad antioxidante basada en la medida de la absorbancia del DPPH (siglas en inglés
de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). Por otro lado, ABTS hace referencia a la técnica de
evaluacion de la capacidad antioxidante basada en la reaccion del ABTS (siglas en inglés
de 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) con el antioxidante. Finalmente, precisar
que FRAP (siglas en inglés de capacidad antioxidante de reduccion del hierro) es otra

técnica espectrofotométrica de evaluacién de la capacidad antioxidante.

Por otra parte, el sobrenadante obtenido en la tercera separacion soélido-liquido tras la

precipitacion de la cutina es sometido a una destilacién-condensacién a una temperatura
7
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entre 50 °C y 60 °C y a una presién de entre 90 y 120 mbar, con objeto de recuperar el
etanol para subsecuentes extracciones, y de esta manera ofrecer un procedimiento mas

sostenible y ventajoso econdmicamente.

Ventajosamente, la cutina obtenida mediante el procedimiento detallado anteriormente

presenta una estabilidad térmica frente a temperaturas superiores a 200 °C.

Tal y como se ha detallado anteriormente, el procedimiento que se preconiza permite
obtener otros productos de alto valor anadido, tal como proteinas hidrosolubles y

antioxidantes.

Asi, de manera opcional, el procedimiento de la invencion contempla la adicién de un acido
al sobrenadante obtenido en la primera separacion liquido-sélido que se realiza tras la
primera extraccion por ultrasonidos. Este &cido, preferentemente acido clorhidrico, se
adiciona al sobrenadante hasta la precipitacion de las proteinas hidrosolubles contenidas
en el mismo, cuando se alcanza el punto isoeléctrico (Pl) de las proteinas. Este valor de PI
depende del tipo de proteinas presente y se produce a un determinado pH, en el cual la
carga neta de la molécula proteica es nula, resultando en una disminucion drastica de su
solubilidad en medio acuoso. Este comportamiento permite la separacion de las proteinas

del resto de compuestos presentes en el sobrenadante mediante precipitacion.

Tras la adicién del acido y precipitacion de las proteinas, se realiza una separacion solido-
liquido, preferentemente a temperatura ambiente, donde el solido obtenido corresponde a
las proteinas hidrosolubles precipitadas y el liquido contiene antioxidantes disueltos. De
manera opcional, estas proteinas hidrosolubles precipitadas se someten a un secado para
conservar su estabilidad, preferentemente, por liofilizacion. De igual forma, el liquido que
contiene los antioxidantes disueltos es secado para preservar la estabilidad de los

productos obtenidos en el tiempo.

Cabe destacar igualmente que mediante el procedimiento de la presente invencién se
elimina la necesidad de realizar un pretratamiento, por ejemplo, de desengrasado, de la
materia prima de residuo vegetal. Dicha etapa previa era necesaria en los métodos
convencionales de extraccion e implicaba el uso de disolventes organicos, ademas de un

elevado consumo de tiempo y energia.



10

15

20

25

30

ES2954 422 Al

Por todo lo anterior, el procedimiento propuesto permite la revalorizacién de diferentes tipos
de residuos vegetales generados en diferentes industrias, con rendimientos cuantitativos,
minimizando el impacto medioambiental y econdmico de estos residuos. En este sentido, el
objeto de la presente invencion se circunscribe al procedimiento de obtencién de la cutina,
y opcionalmente de otros productos de alto valor afadido, a partir de residuos vegetales,
asi como la propia cutina obtenida por dicho procedimiento y que procede de residuos

vegetales, presentando una estabilidad térmica frente a temperaturas superiores a 200 °C.

Ventajosamente, el procedimiento de la presente invencidén posibilita la obtencién o
extracciéon secuencial de cutina incluso en materiales vegetales donde se encuentra
material péctico proximo a la membrana cuticular, siendo necesario degradar la pectina
para poder dejar expuesta la cutina y poder extraerla. En este sentido, se ha comprobado -
tal como y como se detalla en el apartado realizacién preferente - que el procedimiento de
la presente invencién posibilita la obtencidén o extraccién de cutina incluso para la piel de

manzana, tomate y sandia.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Para complementar la descripcion realizada y con objeto de ayudar a una mejor
comprension de las caracteristicas de la invencién, se acompana como parte integrante de
dicha descripcion una figura donde con caracter ilustrativo y no limitativo se ha

representado lo siguiente:

La figura 1.- Muestra un diagrama de flujo del procedimiento de obtencién de cutina de la
invencion, donde se han representado las extracciones secuenciales por ultrasonidos y los

productos obtenidos en las distintas etapas.

REALIZACION PREFERENTE

Conforme a los ensayos realizados en tres tipos de residuos vegetales distintos, el
procedimiento de la presente invencion ha permitido obtener cutina, asi como proteinas
hidrosolubles, componentes antioxidantes y un sélido rico en material lignocelulésico, a

partir de dos extracciones secuenciales por ultrasonidos. En este sentido, se detalla
9
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seguidamente el procedimiento seguido para la obtencidn de cutina a partir de piel de

manzana o de tomate y a partir de piel de sandia.

Las realizaciones preferentes que se detallan en el presente apartado constituyen ejemplos

no limitativos de la invencion.

Asi, en una primera realizacién preferente de la invencion se obtiene cutina a partir de un
residuo vegetal (5) formado por piel de sandia, de acuerdo al diagrama de flujo

representado en la figura 1.

Para ello, se deposita 1 g de residuo vegetal (5) de piel de sandia, previamente molido
hasta un tamano entre 0,5-1 mm, en 40 ml de hidréxido de sodio al 3% (m/v). La mezcla se
somete a una extraccioén por ultrasonidos (1) durante 6 minutos, utilizando un sonotrodo de
22 mm de diametro, bajo las siguientes condiciones: 98,6 W de potencia, 100% de

amplitud de onda, 6,48 W/cm? de densidad de corriente y 60 °C de temperatura.

A continuacion, se lleva a cabo una primera separacién liquido-solido para separar el

residuo solido (R1) del sobrenadante (S1) mediante filtracion a temperatura ambiente.

El sobrenadante (S1) recuperado, rico en proteinas hidrosolubles y antioxidantes, se
somete a una etapa de precipitacion (4). Para ello, al sobrenadante (S1) se le adiciona
acido clorhidrico hasta alcanzar el punto isoeléctrico de las proteinas extraidas con objeto
de precipitarlas, separandolas de la disolucion mediante centrifugacion a temperatura
ambiente y 10000 rpm durante 7 minutos. De esta etapa de precipitacion (4) y posterior
separacién liquido-sélido se obtiene un sdélido que corresponde a las proteinas

hidrosolubles precipitadas (R4) y un liquido (S4) que contiene antioxidantes disueltos.

Por otra parte, al residuo sélido (R1), recuperado tras la primera extraccién por ultrasonidos
(1) y posterior separacién liquido-solido, sin necesidad de lavado o secado previo de dicho
residuo, se le adicionan 40 ml de una mezcla de etanol-agua al 40% v/v. La disolucién
obtenida se somete a una segunda extraccion por ultrasonidos (2) durante 32,4 minutos,
utilizando un sonotrodo de 22 mm de didametro, bajo las siguientes condiciones: 30 W de
potencia, 60% de amplitud de onda, 5,9 W/cm? de densidad de corriente y 60 °C de

temperatura. En esta segunda extraccion por ultrasonidos (2) se obtiene un residuo sdlido
10
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(R2) rico en material lignoceluldsico y un sobrenadante (S2) rico en cutina.

A continuacién, se realiza una segunda separacién sélido-liquido para separar el residuo
sélido (R2) del sobrenadante (S2) rico en cutina. El sobrenadante (S2) se somete a una
etapa de precipitacion (3). Para ello, al sobrenadante (S2) se le adiciona acido citrico 3 M
hasta un pH final de 4,5. La disolucién obtenida se mantiene a 4 °C durante un minimo de
4 horas. Finalmente, esta disolucion se centrifuga a 5300 rpm durante 15 minutos,
obteniendo cutina precipitada (R3) sélida y un sobrenadante (S3). Para purificar la cutina
sélida obtenida se anaden 10 ml de agua destilada y se repite el proceso de centrifugacion
bajo las mismas condiciones. La cutina precipitada (R3) es llevada a sequedad antes de su
almacenamiento a vacio, para mantener todas sus propiedades. Por otro lado, el residuo
sélido (R2) rico en material lignocelulésico es también secado para preservar su estabilidad
durante su almacenamiento. El sobrenadante (S3) obtenido tras la precipitacién de la
cutina (R3) es sometido a un proceso de destilacion-condensacion a temperaturas
moderadas (50 -60 °C) y baja presién (90-120 mbar), con objeto de recuperar el etanol para

posteriores extracciones de cutina.

La tabla 1 resume la composicion de acidos grasos obtenida para la cutina extraida a partir
de residuo vegetal de sandia, utilizando las condiciones detalladas anteriormente para la
segunda extraccién por ultrasonidos (2), C1 en la tabla 1, y unas condiciones alternativas,
C2 para la segunda extraccion por ultrasonidos (2). Las composiciones de acidos grasos
detalladas en la tabla 1 no pretenden limitar el alcance de la invencion, sino ser ilustrativas,
ya que la composicion final de la cutina dependera de las condiciones utilizadas durante la

extraccion, asi como del tipo de residuo agroalimentario utilizado.

Tabla 1. Composicion de acidos grasos mayoritarios (%) para la cutina obtenida a partir de
piel de sandia utilizando diferentes condiciones de extraccion en la etapa 2. C1: 30 W, 60%
amplitud, 5,9 W/cm?, 60 °C y 32,4 min. C2: 58 W, 60% amplitud, 1,9 W/cm?, 60 °C y 17,05

min.

Compuesto C1 C2

Acido hexadecanoico 44 + 1 43 + 1
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Acido 9,12-octadecadienoico (Z,2) 13+ 1 11 +1
Acido linoleico 20+1 16 + 1
Acido octadecanoico 8+1 12+ 1
Acido 9,10-Dihidroxioctadecanedioico - 3+1
Acido 10,16-hexadecanoico 3+1 -

Por otro lado, en una segunda realizacién preferente de la invencién se obtiene cutina a

partir de un residuo vegetal (5) de piel de manzana.

Para ello, se deposita 1 g de residuo vegetal (5) de piel de manzana, previamente molido
hasta un tamano entre 0,5-1 mm, en 40 ml de hidréxido de sodio al 3% (m/v). La mezcla se
somete a una extraccién por ultrasonidos (1) durante 6 minutos, utilizando un sonotrodo de
22 mm de diametro, bajo las siguientes condiciones: 98,6 W de potencia, 100% de

amplitud de onda, 6,48 W/cm? de densidad de corriente y 60 °C de temperatura.

A continuacion, se lleva a cabo una primera separacién liquido-soélido para separar el
residuo solido (R1) del sobrenadante (S1) mediante centrifugacion a 5300 rpm durante 10

minutos.

El sobrenadante (S1) recuperado, rico en proteinas hidrosolubles y antioxidantes, se
somete a una etapa de precipitacion (4). Para ello, al sobrenadante (S1) se le adiciona
acido clorhidrico hasta alcanzar el punto isoeléctrico de las proteinas extraidas con objeto
de precipitarlas, separandolas de la disolucion mediante centrifugacion a temperatura
ambiente y 10000 rpm durante 7minutos. De esta etapa de precipitacion (4) y posterior
separacién liquido-sélido se obtiene un sdélido que corresponde a las proteinas

hidrosolubles precipitadas (R4) y un liquido (S4) que contiene antioxidantes disueltos.

Por otra parte, al residuo sélido (R1), recuperado tras la primera extraccion por ultrasonidos
(1) y posterior separacién liquido-solido, sin necesidad de lavado o secado previo de dicho
residuo, se le adicionan 80 ml de una mezcla de etanol-agua al 40% v/v. La disolucién

obtenida se somete a una segunda extraccién por ultrasonidos (2) durante 17,05 minutos,
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utilizando un sonotrodo de 22 mm de didmetro, bajo las siguientes condiciones: 58 W de
potencia, 60% de amplitud de onda, 1,9 W/cm? de densidad de corriente y 60 °C de
temperatura. En esta segunda extraccion por ultrasonidos (2) se obtiene un residuo sdlido

(R2) rico en material lignoceluldsico y un sobrenadante (S2) rico en cutina.

A continuacién, se realiza una segunda separacién sélido-liquido para separar el residuo
sélido (R2) del sobrenadante (S2) rico en cutina. El sobrenadante (S2) se somete a una
etapa de precipitacién (3). Para ello, al sobrenadante (S2) se le adiciona acido clorhidrico 3
M hasta un pH final de 2,5. La disolucién obtenida se mantiene a 4 °C durante un minimo
de 4 horas. Finalmente, esta disolucion se centrifuga a 5300 rpm durante 15 minutos,
obteniendo cutina precipitada (R3) sélida y un sobrenadante (S3). Para purificar la cutina
sélida obtenida se anaden 10 ml de agua destilada y se repite el proceso de centrifugacion
bajo las mismas condiciones. La cutina precipitada (R3) es llevada a sequedad antes de su
almacenamiento a vacio, para mantener todas sus propiedades. Por otro lado, el residuo
sélido (R2) rico en material lignocelulésico es también secado para preservar su estabilidad
durante su almacenamiento. El sobrenadante (S3) obtenido tras la precipitacion de la
cutina (R3) es sometido a un proceso de destilacion-condensacion a temperaturas
moderadas (50-60 °C) y baja presién (90-120 mbar), con objeto de recuperar el etanol para

posteriores extracciones de cutina.

La tabla 2 resume la composicion de acidos grasos obtenida para la cutina extraida a partir
de residuo vegetal de piel de manzana, utilizando las condiciones detalladas anteriormente
para la segunda extraccion por ultrasonidos (2), C1 en la tabla 2, y unas condiciones
alternativas, C2 para la segunda extraccion por ultrasonidos (2). Las composiciones de
acidos grasos detalladas en la tabla 2 no pretenden limitar el alcance de la invencion, sino
ser ilustrativas, ya que la composicién final de la cutina dependera de las condiciones

utilizadas durante la extraccién, asi como del tipo de residuo agroalimentario utilizado.
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Tabla 2. Composicion de acidos grasos mayoritarios (%) para la cutina obtenida a partir de
piel de manzana utilizando diferentes condiciones de extraccion en la etapa 2. C1: 30 W,
60% amplitud, 5,9 W/cm?, 60 °C y 32,4 min. C2: 58 W, 60% amplitud, 1,9 W/cm?, 60 °C y
17,05 min.

Compuesto C1 C2
Acido hexadecanoico 13 £ 1 8+1
Acido 9,12-octadecadienoico (Z,2) 355 20+ 1
Acido Trans-9-octadecenoico B 12£1
Acido oleico 18 £1 -
Acido octadecanoico 6+1 St1
Acido 10,16-hexadecanoico 2+ 1 7+1
Acido 9,10,18-trihidroxioctadecanoico 5+1 11 +1

En un tercer ejemplo de realizacién de la invencién se empled un 1 g de residuo de piel de
tomate y se realiz6 el mismo procedimiento y con las mismas condiciones que para el

segundo ejemplo de realizacion detallado anteriormente (piel de manzana).

Asi, en la tabla 3 se detalla la composicién de acidos grasos obtenida para la cutina
extraida a partir de residuo vegetal de piel de tomate utilizando las condiciones detalladas
anteriormente para la segunda extraccion por ultrasonidos (2), C1 en la tabla 3, y unas
condiciones alternativas, C2 para la segunda extraccién por ultrasonidos (2). Las
composiciones de acidos grasos detalladas en la tabla 3 son meramente ilustrativas y no

limitativas de la presente invencion.
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Tabla 3. Composicion de acidos grasos mayoritarios (%) para la cutina obtenida a partir de
piel de tomate utilizando diferentes condiciones de extraccion en la etapa 2. C1: 30 W, 60%
amplitud, 5,9 W/cm?, 60 °C y 32,4 min. C2: 58 W, 60% amplitud, 1,9 W/cm?, 60 °C y 17,05

min.

Compuesto C1 C2
Acido hexadecanoico 25+ 1 132
Acido 9,12-octadecadienoico (Z,2) 40+ 3 9+2
Acido oleico 15+ 2 5+1
Acido octadecanoico 5+1 3+1
Acido 10,16-hexadecanoico 5+2 59 +7

Finalmente, en la tabla 4, a modo ilustrativo, se muestran los resultados obtenidos tras la
aplicacién del procedimiento de extraccion secuencial por ultrasonidos propuesto,
utilizando diferentes residuos vegetales tales como piel de sandia, de manzana y de

tomate.

Tabla 4. Composicidn de los extractos obtenidos tras la aplicacion de la extraccion
secuencial de proteinas y cutina a partir de diferentes residuos vegetales bajo las
siguientes condiciones: Primera extraccion por ultrasonidos (1): 98,6 W, 100% de amplitud,
6,48 W/cm?, 60 °C y 6 min. Segunda extraccién por ultrasonidos (2): 58 W, 60% amplitud,
1,9 W/cm?, 60 °C y 17,05 min.

Proteinas
Proteinas . _ .
_ . hidrosolubles Cutina obtenida
Residuo vegetal hidrosolubles o
precipitadas (R4) (R3, %)*

precipitadas (R4, %)*
(mg eq BSA/g R4)**

Piel de manzana 7+2 857 + 1 20 £ 1
Piel de sandia S+1 625 + 2 7 +1
Piel de tomate 9+1 500+ 3 14 +2
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* Respecto a la cantidad de residuo vegetal (5) de partida.
** Respecto a la cantidad de proteinas hidrosolubles obtenidas.

Ademas, se ha comprobado que la cutina obtenida en todos los casos es estable a
temperaturas superiores a 200 °C, presentando asi una elevada estabilidad térmica para su

procesado en diferentes aplicaciones.

Por otro lado, en esta metodologia se eliminan etapas de pretratamiento de muestra
propuestas por diferentes autores, tales como desengrasado inicial y secado, en los
distintos procesos de extraccién, que implican el uso de disolventes organicos, ademas de
un elevado consumo de tiempo y energia. En esta linea, esta metodologia permite realizar
la recuperacion del etanol utilizado durante la extraccion para ser reutilizado en posteriores
procesos de extraccion, disminuyendo la huella de carbono e implicando a su vez una

reduccion significativa de los costes derivados del procedimiento propuesto.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la obtencion de cutina a partir de residuos vegetales que comprende

las siguientes etapas:

- molturacién de los residuos vegetales (5),

- adicién de una disolucion alcalina,

- primera extraccién por ultrasonidos (1), obteniendo un residuo sdlido (R1) y un
sobrenadante (S1), el cual contiene proteinas hidrosolubles y antioxidantes,

- primera separacion liquido-sélido del residuo sdlido (R1) respecto del sobrenadante
(S1),

- adicion de una mezcla agua-etanol al residuo sdlido (R1) obtenido en la etapa
anterior,

- segunda extraccién por ultrasonidos (2) de la disolucion obtenida en la etapa
anterior, obteniendo un residuo solido (R2) rico en material lignocelulésico y un
sobrenadante (S2),

- segunda separacion solido-liquido del residuo sdélido (R2) respecto del
sobrenadante (S2) a una temperatura menor o igual a 25 °C,

- adicion al sobrenadante (S2) de un acido, generandose una disolucién con un pH
entre 3,5y 5,5,

- mantenimiento de la disolucidon obtenida en la etapa anterior a, al menos, 4 °C
durante al menos 4 horas y precipitacion de la cutina contenida en la disolucion en
medio acido,

- recuperacion de la cutina precipitada (R3),

donde la cutina obtenida presenta una estabilidad térmica frente a temperaturas superiores
a 200 °C.

2. Procedimiento para la obtencion de cutina a partir de residuos vegetales, segun
reivindicacion 12, caracterizado por que en la etapa de molturaciéon se muelen los residuos
vegetales (5) hasta un tamano entre 0,5y 1 mm.

3. Procedimiento para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun

reivindicacion 12, caracterizado por que la disolucion alcalina es una disolucion de hidréxido
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de sodio con una concentracién entre el 1% y el 3% (m/v).

4. Procedimiento para la obtencion de cutina a partir de residuos vegetales, segun
reivindicacion 12, caracterizado por que la primera extraccion por ultrasonidos (1) se realiza
aplicando durante 6 minutos ultrasonidos bajo las siguientes condiciones: entre 50 y 120 W
de potencia, entre 60% y 100% de amplitud de onda, entre 1 y 8 W/cm? de densidad de

corriente y una temperatura menor o igual a 60 °C.

5. Procedimiento para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun
reivindicaciéon 12, caracterizado por que la primera separacion liquido-solido se realiza

mediante centrifugacion a, al menos, 5300 rpm durante, al menos, 10 minutos.

6. Procedimiento para la obtencion de cutina a partir de residuos vegetales, segun
reivindicacion 12, caracterizado por que el etanol presenta una concentracion entre el 40%
y el 100% (v/v).

7. Procedimiento para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun
reivindicacion 12, caracterizado por que la segunda extraccidn por ultrasonidos (2) se
realiza aplicando durante un tiempo entre 17 y 33 minutos ultrasonidos bajo las siguientes
condiciones: entre 60%-y 100% de amplitud de onda, potencia entre 30 W y 60 W,

densidad de corriente entre 1,9 W/cm?- 6 W/cm? y temperatura menor o igual a 60 °C.

8. Procedimiento para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun
reivindicacion 12, caracterizado por que el acido adicionado al sobrenadante (S2)
recuperado en la segunda extraccion por ultrasonidos (2) es un acido organico, tal como el

acido citrico.

9. Procedimiento para la obtencion de cutina a partir de residuos vegetales, segun
reivindicacién 12, caracterizado por que se realiza el secado del residuo sélido (R2)

obtenido en la segunda separacién liquido-sdélido.
10. Procedimiento para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun

reivindicacion 12, caracterizado por que la recuperacién de la cutina precipitada (R3) se

realiza mediante purificacién con agua destilada y centrifugacion a 5300 rpm durante, al
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menos, 15 minutos.

11. Procedimiento para la obtenciéon de cutina a partir de residuos vegetales, segun

reivindicacion 12, caracterizado por que se realiza el secado de la cutina precipitada (R3).

12. Procedimiento para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun
reivindicacion 112, caracterizado por que el secado de la cutina precipitada (R3) se realiza

por liofilizacién hasta alcanzar un porcentaje de agua menor del 1% en la cutina obtenida.

13. Procedimiento para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun
reivindicacion 12, caracterizado por que el sobrenadante (S3) obtenido tras la precipitacién
de la cutina es sometido a una destilacién-condensacion a una temperatura entre 50 °C y

60 °C y a una presion de entre 90 y 120 mbar para la recuperacion del etanol.

14. Procedimiento para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun
reivindicacion 12, caracterizado por que al sobrenadante (S1) obtenido en la primera
separacioén liquido-solido se le adiciona un acido hasta la precipitacién de las proteinas
hidrosolubles contenidas en el sobrenadante (S1), cuando se alcanza el punto isoeléctrico

de las proteinas hidrosolubles.

15. Procedimiento para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun

reivindicacion 142, caracterizado por que el acido utilizado es acido clorhidrico.

16. Procedimiento para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun
reivindicacion 142, caracterizado por que se realiza una separacion solido-liquido a
temperatura ambiente, donde el sdlido obtenido corresponde a las proteinas hidrosolubles

precipitadas (R4) y el liquido (S4) contiene antioxidantes disueltos.

17. Procedimiento para la obtenciéon de cutina a partir de residuos vegetales, segun
reivindicacion 162, caracterizado por que se realiza el secado de las proteinas hidrosolubles
precipitadas (R4).

18. Procedimiento para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun

reivindicacion 172, caracterizado por que el secado de las proteinas hidrosolubles
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precipitadas (R4) se realiza por liofilizacion.

19. Procedimiento para la obtenciéon de cutina a partir de residuos vegetales, segun
reivindicacion 162, caracterizado por que se realiza el secado del liquido (S4) que contiene

los antioxidantes disueltos.
20. Cutina obtenida conforme a cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada

por que la cutina procede de residuos vegetales y presenta una estabilidad térmica frente a

temperaturas superiores a 200 °C.
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FIG. 1
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