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@Resumen:

La invencion se refiere a un método que permite
obtener cutina procedente de residuos vegetales, la
cual presenta una estabilidad térmica a temperaturas
superiores a 200°C. El método desarrollado requiere
la molturacion de los residuos vegetales, la adicion de
una disolucién alcalina y calentamiento con ondas
microondas a una frecuencia entre 2,20GHz y
2,60GHz con una longitud de onda entre 12 cmy 12,5
cm, durante al menos 105 min y una temperatura de
al menos 95°C. El sobrenadante obtenido es
separado y se le adiciona un acido para la obtencion
de una disolucién con un pH entre 3,5y 5,5. La cutina
precipitara tras mantener la disoluciéon 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,
cosmeética, farmacolodgica y alimentaria.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 41 LP 24/2015.
Dentro de los seis meses siguientes a la publicacion de la concesion en el Boletin Oficial de
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(art. 43 LP 24/2015).
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DESCRIPCION

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

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencion preconiza un procedimiento para la obtencion de cutina, basado en
la extraccion asistida mediante calentamiento por microondas, a partir de los residuos

vegetales generados en diferentes industrias de alto interés econémico.

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 temperatura de 200 °C 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 estimacioén de costes asociados de 143.000

millones de euros.

Con el fin de minimizar el impacto de estos residuos en el medio ambiente, se propone la
utilizacion de residuos agroalimentarios como fuente para obtener un polimero lipidico:
cutina. Las hojas, frutos y/o tallos de muchas especies vegetales estan recubiertas de una
membrana denominada cuticula. Los constituyentes de la cuticula (cutina y ceras) se
depositan sobre las capas de polisacaridos de la pared celular epidérmica. La composicién
de la cutina varia dependiendo de su origen, pero en términos generales ésta puede

definirse como un polimero altamente ramificado, compuesto principalmente por acidos
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grasos Cie Yy C1s, 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.

En la patente num. W0O2016168319 se propone el uso de cutina derivada de diferentes
especies vegetales tales como Opuntia ficus-indica, Agave americana, Cereus peruvianus y
Rhipsalis para su aplicacion en diferentes sistemas como recubrimiento, debido a su
excelente resistencia a los rayos UV, resistencia natural a bacterias y virus, ademas de ser
no corrosiva y poseer gran estabilidad ante cambios bruscos de temperatura y medio
ambiente. En esta patente no se sefiala ningun método definido para la obtencion de

cutina.

En la patente num. W02007045728 se divulga un método para procesar mezclas de
acidos carboxilicos obtenidos como productos de hidrélisis de suberina y cutina,
particularmente aisladas a partir de corteza de abedul, para dar oligo- y poliésteres o los
éster-éteres correspondientes, asi como el uso de estos productos como lubricantes,
componentes de combustibles, plastificantes, agentes tensioactivos, agentes ecolégicos
para modificar la madera, aglutinantes en revestimientos, adhesivos, tintas de impresioén y
compuestos, ademas de diversas aplicaciones cosméticas. Sin embargo, en el documento

num. W02007045728 no se contempla ningun método para la obtencién de cutina.

Por otro lado, la patente nium. CN110655688 divulga el desarrollo de una pelicula
hidrofébica y el método de preparacion de la misma para el envasado de alimentos,
basada en cutina, pectina y quitosano. Sin embargo, la citada patente no sefala ningun

método definido para la obtencion de cutina.

Los métodos de extraccidon convencionales tales como ‘Soxhlet’, maceracion o extracciones
por reflujo se han utilizado durante mucho tiempo para obtener compuestos bioactivos a
partir de fuentes naturales. Estas combinaciones de mezcla, agitacién, temperatura y/o
maceracion ofrecen un método simple y eficaz para extraer dichos compuestos, pero
presentan la desventaja de requerir mucho tiempo y sus resultados, a veces, pueden ser

inexactos.
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Las principales desventajas de las técnicas convencionales conocidas se asocian a largos
tiempos de extraccion, un elevado consumo de disolvente y la posibilidad de degradacion
de los compuestos objetivo debido a los efectos de sobrecalentamiento local y la limitada

eleccion de solventes.

En este sentido, son conocidos diferentes métodos de extraccion 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.

Asi, Chaudhari y Singhal proponen la extraccién de cutina a partir de piel de sandia,
dejando el residuo vegetal durante toda la noche en una mezcla cloroformo: metanol (2:1,
v/v) a temperatura ambiente con el objetivo de utilizar las cadscaras de sandia como fuente

de cutina en la produccién de cutinasa (Chaudhari & Singhal, 2015).

Ademas, Hernandez Velasco y col. proponen una hidrélisis secuencial con acido
trifluoroacético seguido de una hidrdlisis alcalina en cascaras de lima (Citrus aurantifolia) y
pomelo (Citrus paradisi) para determinar su estructura utilizando diferentes técnicas

analiticas (Hernandez Velasco et al., 2017).

Finalmente, Moreira y col. utilizan una combinacién de liquidos i6nicos 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).

Por otro lado, la patente num. W0O2010093320 divulga un método para separar de la
corteza de abedul (rica en suberina y/o cutina) una fraccion sélida y/o oleosa enriquecida
en acido cis-9,10-epoxi-18-hidroxioctadecanoico. Este proceso consta de tres etapas: a)
someter partes de las plantas que contienen suberina y/o cutina a una hidrdlisis alcalina a
unas temperaturas finales entre 100-150 °C entre 10 minutos y 3 horas; b) separar la
solucion acuosa de la fase sdlida residual que comprende principalmente triterpenoides,
tales como betulina, y mondmeros de suberina lipdfilos; y ¢) acidificar la solucién acuosa

dando como resultado una fase acuosa y una fraccién soélida seguida opcionalmente de
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otra etapa para separar dicha fraccion sélida y/o oleosa de la fase acuosa, preferiblemente

por centrifugacion o por filtracién y finalmente secado.

La patente num. WO2015028299A1 explica un método para la obtencién de cutina a partir
de la piel de tomate. El método consta de un tratamiento térmico de las pieles de tomate
que se sumergen en una solucién alcalina a 100 °C durante 6 horas; una fase de filtracién,
para separar el residuo sélido del liquido; y una etapa de acidificacion del liquido
anadiendo un 4cido inorganico hasta que la solucién cambia de color de manera que el pH
resultante se encuentre en el intervalo 5-6. Sigue una fase de centrifugacion a 10000-
14000 rpm durante 15-20 minutos; y a continuacién, el sobrenadante se descarta o puede
reintroducirse en el proceso para otra extraccién, mientras que el residuo sélido se
mantiene y se centrifuga con agua 1-3 veces en las mismas condiciones. Estos pasos

adicionales tienen el fin de lavar / limpiar el residuo sélido obtenido.

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 extracciéon 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).

Cabe senalar que, en los métodos convencionales de extraccion conocidos, la
transferencia de calor se produce a través del disolvente, desde la parte exterior hacia el
interior de la muestra, resultando procesos largos y costosos energéticamente. Por lo que
la presente invencién ofrece un método de extraccion alternativo el cual esta asistido por

microondas.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion preconiza un método de extraccion de cutina a partir de residuos
vegetales mediante calentamiento por ondas microondas. El objeto de la invencion consiste
en obtener extractos de cutina utilizando radiacién de microondas, resultando en mayores
rendimientos de extraccion, menor numero de etapas y menores requerimientos

energéticos que los reportados previamente.
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Ventajosamente, el método de extraccidén asistido por microondas (MAE) posibilita un
proceso compacto y mas rapido con un alto potencial de escalado, mostrando una mayor
eficiencia y proteccion de los componentes termolabiles, con un menor consumo de

disolvente y energia.

Asi, la presente invenciéon propone un método de obtencion de cutina a partir de residuos
vegetales donde la extraccion tiene lugar como consecuencia de los cambios producidos

en la estructura celular debido a la interaccidén con las ondas electromagnéticas.

La alta eficiencia de MAE se explica como el resultado de una combinacion sinérgica de
dos fendbmenos de transporte: los gradientes de calor y masa ocurren en la misma
direccién. Las microondas penetran en la pared celular de los residuos vegetales,
interactuando con los componentes polares de la muestra y generan calor, actuando
directamente sobre las moléculas objetivo por conduccion idnica y rotacion dipolar. Por esta
razén, la masa y la transferencia de calor tienen la misma direccion desde la parte interior

hacia el exterior de la muestra.

Ademas, la elevada constante dieléctrica de la disolucidon alcalina utilizada como
extractante en el método de la presente invencién (tal como se detallara posteriormente),
implica un factor de disipacién significativamente bajo, lo que significa que el sistema
absorbe mas energia de microondas de la que puede disipar. Este fendbmeno se llama
sobrecalentamiento y ocurre en presencia de agua en la matriz. Esta fuerte absorcién
induce el aumento de la temperatura de la muestra, provocando la rotura de las células,
mejorando la estructura capilar-porosa de los tejidos y facilitando una difusion mas rapida

fuera de los compuestos activos situados en las paredes celulares o en el citoplasma.

Por todo lo anterior, la etapa de calentamiento por ondas microondas de los residuos
vegetales del método propuesto en la presente invencion constituye una etapa esencial
para obtener la cutina mediante un proceso corto de extraccion, y de mejor coste

energético que los conocidos.

Por otro lado, cabe sefialar que la gran mayoria de residuos vegetales contienen cutina en
su estructura y, por ello, pueden ser empleados como materia prima del método que

propone la presente invencion para la obtencion de cutina.
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En este sentido, debemos destacar que la mayoria de las células epidérmicas de las partes
aéreas de las plantas superiores, tales como hojas, frutos y tallos no lefiosos, asi como
algunas bridfitas, 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.

Asi, la presente invencion permite realizar la extraccion de la cutina 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
hidréxido de sodio al 3% (m/v).

- Calentamiento por ondas microondas a una frecuencia entre 2,20GHz y 2,60GHz
con una longitud de onda entre 12 cm y 12,5 cm, durante al menos 105 min y una
temperatura de al menos 95 °C.

- Primera separacion fisica del sobrenadante respecto el sélido, que preferentemente
se realiza mediante centrifugacion o filtracion a temperatura ambiente.

- Adicion al sobrenadante de un acido, generandose una disoluciéon con un pH entre
3,5y 5,5, preferentemente con un pH de 4,5.

- 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.

- Segunda separacion fisica del precipitado de cutina del sobrenadante, que se
realiza preferentemente mediante centrifugacién a, al menos, 5300 rpm durante, al
menos, 10 min.

- Opcionalmente, el método incluye una etapa de secado del precipitado obtenido en
la etapa anterior, obteniendo cutina seca. Preferentemente, el secado del
precipitado se realiza 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. En este sentido, el secado se realiza preferentemente hasta
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alcanzar un porcentaje de agua menor del 1% en la cutina obtenida.

La cutina obtenida mediante el método detallado anteriormente presenta una estabilidad

térmica frente a temperaturas superiores a 200 °C.

Cabe senalar que el acido adicionado al sobrenadante recuperado en la primera
separacion fisica puede ser un acido inorganico - tal como el acido clorhidrico -0 un acido
organico - tal como el acido citrico -. En este sentido, se ha comprobado la eficiencia y
eficacia de acidos organicos como el acido citrico que permiten llevar a cabo el método de

obtencion de cutina mejorando la sostenibilidad medioambiental del método propuesto.

Opcionalmente, el precipitado de cutina obtenido en la segunda separacion fisica es
sometido a una purificacién con agua destilada y una centrifugacién para dotar de mayor

pureza a la cutina obtenida.

Ventajosamente, es necesario destacar que mediante el método de la presente invencion
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.

Por todo lo anterior, el método propuesto permite la revalorizacién de diferentes tipos de
residuos vegetales generados en diferentes industrias, con rendimientos cuantitativos,
minimizando el impacto medioambiental y econémico de estos residuos. En este sentido, el
objeto de la presente invencion se circunscribe al método de obtencién de la cutina a partir
de residuos vegetales, asi como la propia cutina obtenida por dicho método y que procede
de residuos vegetales, presentando una estabilidad térmica frente a temperaturas

superiores a 200 °C.

Finalmente, cabe senalar que uno de los principales problemas para la extraccion de cutina
es su disponibilidad, ya que se encuentra en las capas internas de la pared celular
(Hernandez Velasco et al. 2017). Algunos autores (Heredia-Guerrero et al. 2017) han
reportado que cuando se encuentra material péctico préximo a la membrana cuticular se

hace aun mas dificil acceder a la cutina, siendo necesario degradar la pectina para poder



10

15

20

25

30

ES 2954 532 B2

dejar expuesta la cutina y poder extraerla. Este es el caso de la piel de manzana, tomate y
sandia. En este sentido, se ha comprobado - tal como y como se detalla en el apartado
realizacion preferente - que el método de la presente invencion posibilita la obtencién o

extraccion de cutina incluso para la piel de manzana, tomate y sandia.

REALIZACION PREFERENTE

Conforme a los ensayos realizados en tres tipos de residuos vegetales distintos, el
procedimiento de la presente invencién ha permitido obtener cutina. En este sentido, se
detalla a continuacion el método seguido para la obtencion de cutina a partir de piel de

manzana o 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 formado por piel de manzana o de tomate.

Para ello, se deposita 1 g de residuo vegetal de piel de manzana o de tomate, previamente
molido hasta un tamano entre 0,5-1 mm, en 50 ml de hidréxido de sodio al 3% (m/v). La

mezcla se somete a un calentamiento por microondas durante 105 minutos a 95 °C.

A continuacion, se separa el residuo solido mediante filtracion a temperatura ambiente. Al
sobrenadante recuperado se le adiciona acido clorhidrico en concentracion 3 M hasta un

pH final de 4,5. La disolucion obtenida se mantiene a 4 °C durante un minimo de 4 horas.

Finalmente, esta disolucién se centrifuga a 5300 rpm durante 15 minutos, obteniendo
cutina en la fraccion soélida. Para purificar la fraccion sélida obtenida se afiaden 10 ml de
agua destilada y se repite el proceso de centrifugacién bajo las mismas condiciones. La
cutina obtenida es llevada a sequedad (liofilizacidén) antes de su almacenamiento a vacio

para mantener todas sus propiedades.

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

partir de un residuo vegetal formado por piel de sandia.
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Para ello, se depositan 10 g de residuo vegetal de piel de sandia, previamente molido
hasta un tamano entre 0,5-1 mm, en 500 ml de hidréxido de sodio al 3% (m/v). La mezcla

se somete a un calentamiento por microondas durante 105 minutos a 95 °C.

A continuacion, se separa el residuo sdélido mediante centrifugacién a 5300 rpm durante 10
minutos. Al sobrenadante recuperado se le adiciona acido citrico en concentracién 1M
hasta un pH final de 4,5. La disolucién obtenida se mantiene a 4 °C durante un minimo de

4 horas.

Finalmente, esta disolucién se centrifuga a 5300 rpm durante 15 minutos, obteniendo
cutina en la fraccion solida. Para purificar la fraccién solida obtenida se afiade la cantidad
de agua destilada suficiente para disolver parcialmente el residuo y se repite el proceso de
centrifugacion bajo las mismas condiciones. La cutina obtenida es llevada a sequedad

(liofilizacién) antes de su almacenamiento a vacio para mantener todas sus propiedades.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales que comprende las

siguientes etapas:

- molturacién de los residuos vegetales,

- adicidon de una disolucion alcalina,

- calentamiento por ondas microondas a una frecuencia entre 2,20GHz y 2,60GHz
con una longitud de onda entre 12 cm y 12,5 cm, durante al menos 105 min y una
temperatura de al menos 95 °C,

- primera separacion fisica del sobrenadante respecto el sélido,

- adicion al sobrenadante de un acido, generandose una disoluciéon con un pH entre
3,5y5,5,

- mantenimiento de la disoluciéon 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,

- segunda separacion fisica del precipitado de cutina del sobrenadante,

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

2. Método para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun reivindicacion
18, caracterizado por que en la etapa de molturacion se muelen los residuos vegetales

hasta un tamano entre 0,5y 1 mm.

3. Método para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun reivindicacion
12, caracterizado por que la disolucion alcalina es una disolucién de hidroxido de sodio al
3% (m/v).

4. Método para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun reivindicacion
18, caracterizado por que la primera separacion fisica se realiza mediante centrifugacion o

filtracion a temperatura ambiente.

5. Método para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun reivindicacion
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18, caracterizado por que la segunda separacion fisica se realiza mediante centrifugacion a,

al menos, 5300 rpm durante, al menos, 10 min.

6. Método para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun reivindicacion
18, caracterizado por que el acido adicionado al sobrenadante recuperado en la etapa de

primera separacion fisica es un acido organico, tal como el acido citrico.

7. Método para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun reivindicacion
18, caracterizado por que el precipitado de cutina obtenido en la segunda separacion fisica

es sometido a una purificacion con agua destilada y una centrifugacion.

8. Método para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun reivindicacion
18, caracterizado por que el precipitado de cutina obtenido en la segunda separacion fisica

es sometido a una etapa de secado.

9. Método para la obtencién de cutina a partir de residuos vegetales, segun reivindicacion
82, caracterizado por que el secado del precipitado se realiza 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.

10. Método para la obtencion de cutina a partir de residuos vegetales, segun reivindicacion
12 0 82, caracterizado por que el secado se realiza hasta alcanzar un porcentaje de agua

menor del 1% en la cutina obtenida.
11. 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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