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JUSTIFICACION

Los antioxidantes, son aditivos que estdn presentes en un producto alimenticio como resultado de su
adicion premeditada con el ﬁn de controlar la oxidacic’m de Ios lipidos y consecuentemente conservar sus

propledades sensonales y nutrlcmnales durante un mayor perlodo de tiempo. A nivel fisiologico en el ser

humano atrapan’ los radlcales beres resultado de los procesos metabdlicos, previniendo de esta forma la

aparicion de enferm e ’cardiovasculares, Alzhaimer, ,tUmores o cancer, etc.

Dada la tendencia’ hacia:lo natiiral, hay quede‘s’tac’:z’ar-l caracteristicas de los antioxidantes naturales

como‘uhh opc ional para su aplicacién en los alimer fos.’EstOs antioxidantes se pueden obtener de

dlversas ‘fuentes como;

oya, 'cascara de cutncos, ohvos hojas’ de té verde, corteza del pino, romero, salvia,

ela; jengibre, nuez mosc; a,prégano, pimienta negra, tomillo y circuma.

tes existen-las que provienen de las industrias dedicadas a la elaboracién de vinos,

las cuales eneran’ una gran cantidad -de residuos (9 millones de toneladas por afio a nivel mundial)

conoc:dos comunme te como or Jd d;a uva (semilla y cascara), estos representan el 20 % del peso total de
las‘uvas procesadas. Su composnclén varia considerablemente, dependiendo de la variedad de la uva y de
la tecnologia en la fabricacién de vino, estos residuos pueden ser procesados para obtener otros
subproductos de interés (entre los que se pueden mencionar los antioxidantes de semilla de uva), actividad

no desarrollada en México, en posibilidad de ser complementarios o sustitutos de los ya existentes en el

mercado o mejores que ellos.

Otro punto que cabe destacar en la alimentacion actual, es el consumo excesivo de grasas saturadas,
causada por la ingesta de alimentos y condimentos de origen animal, que ha provocado un impresionante

aumento de las enfermedades degenerativas, por la acumulacion de grasas y colesterol en las paredes de




———

W UNAM-FACULTAD DE auiMica CAPITULD |-|Nmonucc|0|\|_

los vasos sanguineos. Por eso es necesario recurrir preferentemente a los aceites vegetales ( que son ricos
en acidos grasos insaturados ), lo cual ha desencadenado una continua busqueda de mas variedades de

aceites con estas mismas caracteristicas, entre los cuales se puede considerar al aceite derivado de la

semilla de orujo de uva ( rico en acido linoleico).

En la actualidad, en paises como Francia, Canada, Inglaterra y Espafia existen aproximadamente 22
productos comerciales derivados de las semillas de la uva empleados por las industrias alimentaria y

farmacéutica tales como colorantes, extractos crudos como suplemento alimenticio, cremas, barnices, etc.

De esta forma, el yobjetivo general de este proyécto'eé’ aprovechar a la semilla de uva ( variedad Barbera )

provexilbie'n’t‘e" de. rcsidhostindUStriales ( vinos Casa Pedro :DOMECQ ), como una fuente alterna a la

obtencién de aceite y antioxidantes y su posterior aplicacién en la industria alimentaria de nuestro pais.
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OBJETIVOS.
GENERAL:

%+ Aprovechar la semilla del orujo de uva como fuente de aceite y antioxidantes para su aplicacién

en la industria alimentaria.” " -

PARTICULARES

.
o
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HIPOTESIS.

Q)
<

En previos estudios sobre la semilla de uva de diferentes variedades se ha determinado que su

aceite presenta un alto contenido de acidos grasos insaturados, principalmente linoleico, oleico y

ue el aceite a ‘bt_éfﬁeﬁdevlya emilla de uva (variedad Barbera)

Considerand la* mayoria“de”losantioxidantes“de ‘origen: natural tienen caracteristicas de

solubilidad polares, el disolvente a emplear para extraer los antioxidantes presentes en las semilla

de uva, debe tener caracteristicas similares, lo que redituara en un mayor rendimiento, mismo que

se comprobara mediante su evaluaci6n cualitativa y cuantitativa..

Estudios realizados anteriormente han demostrado que la extraccién selectiva puede ser una
alternativa dentro de los métodos de separacién, por lo tanto al aplicar esta técnica al extracto
crudo se obtendra un fraccionamiento de los diferentes componentes que lo integran (mondmeros,

oligémeros y polimeros) con el fin de disminuir la astringencia en el producto final.
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2.1. UTILIZACION Y APLICACION DE SUBPRODUCTOS INDUSTRIALES.

Hay un creciente desarrollo en la literatura concerniente al papel de los metabolitos secundarios de las
plantas y sus efectos potenciales en la salud humana. Ademdas aumentan los consumidores que estin

conscientes de que la diet'a esta relacionada con lbrs pr@)blren:laé de salud:: ’Los’vde’rivados de las plantas

procesadoras de alimen posicién para la industria involucrada,

pero ellos tambxen son: fuen es prometedoras de compues oS! _quelpde’:"c”ie'n usarse debido a sus
propledades tecnoléglcas o nutritivas favorables ¢! i V
Los efectos benéficos de las frutas y verduras se les atribuyen a‘ los micronutrientes organicos contenidos
en la fibra como son los carotenoides, polifenoles, tocoferoles, vitamina C, y otros. Desde que los aditivos
sintéticos son rechazados cada vez mds por los consumidores, los ingredientes funcionales se deben
originar preferentemente de las fuentes naturales. Esto es particularmente vélido para los compuestos

polifenolicos, que en contraste con la mayorl'a de los carotenoides y vitaminas, no se sintetizan

qu1mlcamente, sino que necesxtan ser extraldos del matenal de la planta y de esta forma poder consumirlos

como suplementos dletetlcos y.en allmentos fomf' cados M,

Estudios epldemlologlcos han’ senalado que el consyumo de frutas y verduras imparten beneficios a la

salud, por ejemplo reduce elnesgo deAenfermedades del corazén, asi como ciertos tipos de cancer.
Derivados de verdura.
Jitomate. El aceite de semilla de jitomate ha atraido el interés puesto que es rico en acidos grasos

insaturados, sobre todo en 4cido linoleico. Recientemente, se ha informado que la optimizacién de

desgomado, blanqueando y desodorizécnon ‘en la evaluacion sensorial de productos que se cocinaron con

aceite’ de tomate y. el acelte del glrasol no revelo ninguna diferencia significativa. Licopeno es el principal

carotenoxde ‘que ;. caus olor 0jo.. caracterlstlco de tomates, donde los extractos de la piel son

peno ke.ncontranﬂdose claramente que una cantidad grande de carotenoides se

_pierde: como: desech el:proceso 'd,el jitomate. Usando fluidos supercriticos con CO, se ha extraido

Licopeno 'y f-caroteno en residuos de pasta de jitomate ",

5
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Zanahoria. Varios esfuerzos se han hecho en utilizar el pomace de la zanahoria en alimentos como pan,
pasteles, preparacién de encurtidos, y para la produccién de bebidas funcionales. Sin embargo, la

aceptacién del consumidor de tales productos necesita todavia ser demostrada, especialmente dado que la

calidad sensorial puede afectarse adversamente .

los residuos de la

_ Cebolla. Debido a su fuerte aroma caracteristico y su susceptibilidad a los fitopatoge

cebolla no son convementes como forraJe Solo es el p ad com

Aceltuna. La‘cascara puede reutilizarse para la recuperaclon de aceite de oliva, o extraer con un solvente

: orgamco _|o ir el rendlmlento del aceite de la cascara. La cascara seca se utiliza como combustible

o para ahmento de ganado. El fragmento sélido restante, que representa 98 % de la carga organica, podria

‘ mezclarse con la céscara y podria usarse como combustible. Las aguas desechadas del aceite de oliva son
8 rlcars’eﬁ Vc‘ompuestos antioxidantes ¢

Betabel rojo. El betabel se encuentra entre las 10 verduras mas potentes con respecto a capacidad
antioxidante atribuida a un contenido de fenoles totales de 50-60 p mol / g en peso seco. Su principal
aplicacién es como colorante natural. El alto volumen de édcido félico que suma es de 15.8 pg/ g en
materia seca, es una de las 10 vitaminas esenciales en la dieta humana .

Papa..Las cascaras es el residuo que se obtiene en mayores cantidades de los procesos de la papa. Las

residuos dé‘c‘és’cara' se5:¢n6uentran en un rango de 15 a 40 %, la cantidad depende del procedimiento que

se aplique, es decirel vapor, abrasién o pelado con solucién de sosa. Se ha mostrado que los extractos

acuosos de la ciscara son una fuente de acidos fendlicos .

Por Qtrc')‘flado'losjugos de fruta y los productos derivados como los néctares y bebidas han experimentado

la popularidad creciente dentro de los ﬁltimos afios. Las uvas y manzanas son las frutas mas importantes

en Ia zona templada mientras las naranJas, pifias, sandias y mangos son las frutas predominantes de areas

troplcales y Subtroplcales
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Las frutas de la zona templada normalmente estan constituidas por una porcién comestible grande y en
cantidades moderadas de material de desecho como las cascaras, semillas y huesos. Debido a la creciente
produccién, la disposicion de este material representa un problema cuando el material de la planta no es

cual nofmalmente sufre,‘lc’c’mtamin"aéiéh miéyobiana, por lo que limita su posterior

alimento .para ganado o como fertilizantes. La utilizacion:de estos materiales se le esta dando mayor

interés debido a que son baratos, abundantes y no representan problema al medio ambiente M,

Subproductos derivados de frutas
Manzana. La alta variabilidad en la composicién’:de!l’:pomace ‘(cascara) de manzana y las posibles
estrategias de utilizaciéon han sido revisadas reciente'm'ente aunque el uso ideal no se ha encontrado

todavia. La produccioén de pectina es considerada la manera mas razonable de utilizar el pomace de la

manzana desde el punto de vista econémico y:ecolégico, comparado con las pectinas de los citricos, las

pectinas del pomace de a-manzana Sstan caféétérizadas por tener propiedades superiores de gelificacion.
pon anzana ha fnbstfado ser una buena fuente de polifenoles, que se localizan
pr:e;:vlomma‘ljte\‘meﬁte én las cdscaras y se extrae en el jugo a una magnitud menor. La explotacién comercial
de pomace d‘e’ la manzana para la recuperacion de estos compuestos parece prometedor. Los efectos de los
,polf'fgﬁolés de la manzana inhiben la caries por estreptococos, por lo que podrian aplicarse en cremas

dentales (.
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Frutas Citricas. Debido a las grandes cantidades que se procesan en la industria de los jugos, una industria

de derivados. ha evolucionado considerablemente para utilizar las cascaras residuales, membranas,

semillas, y otros componentes. Los residuos de produccion de jugos de citricos son una fuente de pulpa

(pohfenoles)

Pma. : esechado carnoso que es el resultado de la produccnén de Jugo, contiene cantidades

sustanclale de’s _arosa almldén y hemxcelulosa y puede usarse por conS|gu1ente para la produccion de

etanol kEl detenoro enznmatlco que producen las manzanas frescas se inhibe con el jugo de la piiia, ya que
se ha demc}strado’que este tiene propiedades antioxidantes !

Papavya, >De‘vla papaya se obtiene una enzima proteolitica (Papaina), usada como ablandador de carne y
cbmo agélite estabilizante en la industria de bebidas, se recupera del latex de la papaya. De las semillas de
la papayé se obtiene un aceite que es rico en acido linoleico (65 %) .

Uva, Esta ‘fr,uta,prOdug:ﬂé Vmiés de 60 millones de toneladas anuales a nivel mundial. Aproximadamente se

usan 80 % de la cosecha total.en Yino, y el pomace (cascara y semilla) representa 20 % del peso de uvas

procesados.: De uede calcularse que el pomace de la uva suma mas de 9 millones de

toneladas por:aii :siete millones de toneladas son informadas por otros autores. Su composicion

varia considerablemente, dependiendo de la variedad de la uva y de la tecnologia en la fabricacion de

vino.

3
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El secado de pomace a altas temperaturas puede causar una reduccién significante de polifenoles en el
extracto y afectar la actividad antioxidante y secuestrante. Recientemente se ha encontrado que las

semillas de la uva son fuentes ricas de polifenoles, sobre todo de procianidinas ya que estas poseen un alto

m

poder antioxidante

Tendénciya's F ut’L‘l’r:'as‘v

La explqtaéiéjﬁj de subprodﬁctos de frutas y verduras como una fuente de compuestos funcionales y su
aplicaciéh'é@:“los,alilnentos es un campo prometedor que reéuiere investigacion interdisciplinaria de
tecnélég{j; de ab:lhimentosk, quimicos en alimentos, nutriologos y toxic6logos. En un futuro cercano, nosotros
nos déSa{ﬁémos :Apa‘ra responder a las siguientes necesidades de la investigacion: Primero, la tecnologia
débet‘pgrfeccionzitri_sé en los procesos de alimentos para minimizar las cantidades de desecho. Segundo, hay
una‘t hécesidéd‘ éh la aplicacién de los métodos analiticos especificos para la caracterizacién y

cuantificacién de micronutrientes orgénicos y otros compuestos funcionales V.

- Conociendo sobre los usos y beneficios que los subproductos generados en la industria de alimentos y

‘bebidas pﬁedeﬁ 5pqrtar, surge la idea de enfocar el presente proyecto al aprovechamiento de la semilla del

orujo o pomace-de uva (variedad Barbera) proveniente de residuos industriales (vinos casa Pedro
Domecq) como una alternativa para la obtencién de aceite y antioxidantes naturales (estandares), ya que
los antioxidantes comerciales que actualmente se emplean (catequina, epicatequina y algunos galatos) son

de alto valor econémico y son extraidos principalmente del té verde V.
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2.2. COMPOSICION E IMPORTANCIA DEL_ORUJO DE UVA.

La elaboracién de vino produce de 20 a 30 % de orujo como residuo, esta constituido por el hollejo o piel
de la uva y la semilla, esta uitima puede ser una fuente |mportante de subproductos de interés industrial:

alcohol, antocnanmas_(colorante), ~ﬁbra acelte y procnamdmas como suplementos ahmentncnos

~de u_\‘/véji‘:(v i net Sauv:gnon y Merlot) son rlcas fuentes de compuestos fendlicos entre los que se
e ﬂé\(cinqlgies, compuestos como (+)-catequmas, (-)-epicatequinas, procianidinas (B1, B2,
j’r‘ﬁbrg'aklat‘OS de epicatequina.y eri menores cantidades galatos de catequinas * 9, Se ha
llar y-aplicar mejores técnicas de obtencién de estos compuestos (extraccion con mezclas

_supercriticas, técnicas de ultrasonido o microondas y extraccién por maceracion con disolventes), por lo

que a continuacién se hace un andlisis de la ventajas y desventajas de este tipo de métodos ya utilizados en
semillas de uva, comino, olivo y girasol, cascara de naranja y limén, hojas de menta 7+5%'9,
Fluido supercritico: Se entiende como tal a una sustancia llevada, mediante operaciones mecanicas, a unas

condiciones operativas de presidn y temperatura por encima de su punto critico.

10
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Como caracteristicas de un fluido supercritico se encuentran: Gran poder disolvente junto con una enorme
capacidad de penetracion en solidos, lo que permite el agotamiento rapido y practicamente total de los

s6lidos extraibles .

Pueden sép'al‘a'rse' tdtalmente de forma sencilla de los extractos, simplemente modiﬁcando la presién o la

. ,temperatura hasta el extremo, si es necesano de que el ﬂu|do pase al estado gaseoso Flundos usados para'

la extracclén con fluidos supercriticos (EFS) DlOdeO de carbono (COz) Agua (HzO) 'Etano (CzH(,)

Eteno (C,H,), Propano (C3Hjg), Xenon (Xe), Oxndo mtroso (N20) ©

Ventajas de l1a EFS.

Extractos con mayor frescura y aroma natural, uso de temperaturas moderadas lo cual permnte evitar la

automatiz do ,y,). o
Limitaciones.de la EFS.

Al igual que los procesos de extraccién convehcional es necesario disponer de datos de equilibrio para

conocer cémo se dlstnbuye el componente de interés en las distintas fases y determinar la composicién del

producto extraldo para cual uier, co posnclén de la mezcla inicial. Este es el mayor problema de la EFS,

ya que apenas se disp: ’ xperlmentales para realizar los calculos imprescindibles, los altos

costos de los equi elacion inversa con el volumen de extracto obtenido por corrida, los extractos

obtenidos . pueden poseer. caracteristicas diferentes a las conseguidas a través de otros procesos de

extrécciléh.fEStb'iﬁﬂuye en la predileccion del mercado por un determinado producto en vez del obtenido

por-la nueva tecnologia, los equipos son mdviles, pero necesitan una infraestructura segura, limpia y

apropiada para las condiciones de operacién. Los ambientes hiimedos, muy frios o congestionados no son

11
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recomendables. Por ello, instalaciones pre-disefiadas que cumplan normas internacionales de seguridad e

higiene son necesarias .

Meétodos de extraccién convencionales: Pros y Contras.

‘ Extraccnon ‘por. solvente' Es necesario un capntal moderado para adqulrlr los equlpos y los servicios

semllla varled Cabernet Sauvzgnan y MerIot) 6.9,

d mqncjo de Ias condiciones de presion y temperatura para cada muestra & '9,

ue; vale la pena destacar y que esta indicada en la patente USA-5 484 59

4 (12, 13)

monémerqs,bl_lg ero y;de_|ar atras a Ios pollmeros. El acetato de etilo se evapora y posteriormente se

12
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adiciona cloruro de metileno para precipitar a los oligdbmeros; el cloruro de metileno se evapora y se

adiciona agua destilada con el fin de solubilizar a los fenoles presentes (monémeros

) (2,13 -

Después de obtener los compuestos en forma mdlv:dual (monomeros ollgomeros y poh 1 eros)”sé réalizan' ‘

_pruebas de B-caroteno radlcal DPPH y ABTS

‘]para saber que tan'efectlvos son estos en cuanto a’ su‘;}

capacidad secuestrante y antnoxuda_nt a: conc usuon es que las procnamdmas (pollmeros) son’ mas

eficaces que los monémeros (%19,

Otros usos que se les pueden dar a los subproductos de la semilla de uva (aceite, extractos crudos y

) 3)

antioxidantes) ’, son: en €l caso del aceite este puede ser utilizado en ensaladas, para la elaboracion de

frituras, como constituyentes en mayonesas y margarinas, en la industria de cosméticos como barnices,

cremas, maquillajes:y abialgs (ayudan a suavizar la textura y unificar el tono del rostro); en el caso del

extracto ¢ ud p ut ikiza'_doy éomo colorante para bebidas que ya esta aprobado por la FDA en los

aplicar estos

Debido a que el orujo de uva es obtenido de la elaboracidn del vino, es necesario conocer como se lleva a

cabo este proceso, “ya que de este depende el contenido de compuestos que se encuentren en el orujo.

13
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2.3. EL VINO

La enologia se define como el conjunto de conocimientos sobre los vinos y su elaboraciéon. El.nombre. .

proviene del griego oinos (vino) y logos (tratado).

El vino tinto se prepara a partlr del grano de uva completO' es decir a partir de la pulpa, la piel y las

semljlas,,mlentraS’que el vino kblanco se hace' ol con eIJugo de la uva ya que al inicio del proceso, es

ien‘neutraliza algunos otros'que no favorecen al sabor del vmo s,

14
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La composicion del vino es compleja (Tabla 1), su elemento dominante es el agua. Los vinos ligeros
contienen de 8 a 10 % de alcohol, los fuertes de 11.a 13 %, los muy fuertes de 13 a 15 %, los de postre de
15 a 18 %. Los vinos de mesa de clase inferior tie;ié|1 |ﬁeﬂ_bs del 7 % de alcohol. El nimero de compuestos

identificados en el vino se ha'incrementado enormemente: gracias al desarrollo de nuevas tecnologias

e va'y. del ‘proceso-fermentativo. Los compuestos

19 su ckoncéntraciké,n es Baja en la pulpa (Tdbla 2).

Tabla 1. Estimacién general de los componentes del vino de mesa (% peso).

15
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Tabla 2. Proporcidn de fenoles presentes en las diferentes partes de la uva ¢,

Partes de la uva | Fenoles (%)
Tallos 1-4

Baya -

Cascara -2

Pulpa i
Semilla 5-8

La concentracién 'y variedad de polifenoles en el vino depende de numerosos factores : variedad de la vid,
del clima, maduracién de la uva, el terreno y de las practicas de cultivo, asi como el tipo de vino !, Los

principales’ constituyentes - fenélicos: del vino con capacidad antioxidante son: derivados de acidos

4cido p-cumarico (R=R’'=H)
4cido cafeico (R=0OH, R’=H)
4cido ferulico (R=0OCHj;, R’=H)

4cido p-Hidroxibenzoico (R=R’'=H)
&cido vanillico (R=OCHj;, R’'=H)
4cido galico (R=R'=0OH)

FLAVONOIDES ("9

(+)-6;1téquiha (R=H) (-)-epicatequina (R=H) kaemferol (R=R’'=H)
(+)-gallatequina (R=0OH) (-)-epigalico (R=OH) quercetina (R=0OH, R'=H)

-16
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Estilbeno (trans-resveratrol)

B4 (+)-catequina-(-)-epicatequina

- La cétéﬁul l_cbmpuesto fendlico monomérico mas abundante, seguido por el acido galico. El acido

pfincipalmente de la hidrdlisis de los esteres de flavonoides, presentes en la piel y en las

quina (vino tinto 191 mg/l, vino blanco 35 mg/1) en la mayoria de los vinos %2V,

do cafeico son relativamente bajas tanto para vino tinto como blanco (7.1 mg/1
y 2.8 rﬁg/l) El: acido cafeico es producto de la hidrélisis del acido caftarico, siendo la hidrélisis

dependiente de la exp ;lclon7él sol @,

17
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La concentracion de resveratrol, uno de los polifenoles del vino, puede variar entre 1.5 mg/l en vino tinto
y 0.003 mg/l para.vino blanco, aunque.su presencia y niveles pueden ser muy variables segin las
variedades; principalmente. el resveratrol se encuentra en las hojas y en la piel del fruto, presenta

propiedadéé antifiingicas que pre egen a las partes de las plantas mas expuestas a infecciones .

los propésitos de este trabajo es separar los diferentes componentes que estén en

los extractos'de la’semllla(de,uvav(vériedad Barbera) con poder antioxidante, para eliminar gradualmente

1
i
1
;
?
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Siendo el motivo de este trabajo el aprovechar lo que en nuestro pais se obtiene como subproducto de los
vinos, es importante conocer como se encuentran distribuidas las principales zonas vitivinicolas, asi como
las principales variedades de uva que se cultivan en estas zonas, ademds de conocer de manera detallada

las caracteristicas y composicién de la uva.

2;3: l 7L:VisﬁZor;aAsti'iivihicolas Mexicanas

Aun_queﬁ la:vid sea una planta muy noble, que tolera practicamente cualquier tipo de clima, es indudable
que ‘cuando:se:le cultiva con fines de elaborar vino, le convienen mis aquellos de cuatro estaciones

anuales bien definidas. Por ello, en el caso de México, se ha descartado la idea de establecer vifiedos mas

erétaro, ya que casi toda la parte meridional del pais es de clima tropical. La razén

de preferir.los climas no:tropicales radica, fundamentalmente, en la conveniencia de siempre cosechar la

uva en'la'mis del’afio. En algunos vifiedos experimentales del estado de Morelos, por ejemplo, se

Aproximadamente unas 3 mil 500 hectdreas sembradas de uva para vino se encuentran repartidas en diez

estados. de: la. Rép’ﬁblica que son: Baja California Norte, Sonora, Chihuahua, Coahuila, Durango,
Zacatecaé; Agﬁéséélientes, San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, los cuales producen 27 mil toneladas

de uva por ciclo agricola #%,

19




Q UNAM-FACULTAD DE QUIMICA CAPITULO H-ANTECEDENTES

mg—

2.3.2. Principales variedades de uva en México.

A consecuencia de la existencia en el pais de especies de vid llamadas americanas y de la llegada posterior
de la vid-:europea, denominada Vitis vinifera, en la actualidad se cuenta con vifiedos de todas esas

especies, ade de las plantas resultantes de cruzamientos entre ellas, a las que se conoce con el nombre

"de hibrido

_Desde hace algunos afios, se han ido cambiando las plantas de muchos vifiedos, por variedades que han

1ejores’: vinos. ‘Citaremos, ‘en”orden alfabético, las principales variedades

Grenac,he;Vaﬁédad tinta, que da un vino fuerte, afrutado y algo palido.
Malaga: Varigdad blanca muy famosa en Espaiia para elaborar vinos licorosos.-

Malbec: Variedad tinta de segundo nivel en Burdeos, pero que produce vinos densos y tanicos, que

pueden tener buena calidad, especialmente en mezcla.

20
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Merlor: Variedad tinta de gran calidad, que da el olor aciruelado a los vinos de Pomerol y St. Emilion.

Mision: Variedad antigua de México, que es sembraba en las misiones de California. Tintos ligeros. Fue

llevada a Argentina para iniciar su viticultura, con el nombre de Criolla.

Moscatel: El mejor es el blanco, de uvas pequeiias, excelente para producir vinos dulces muy aromaticos.

Nebiolo: Es una de las mejores vé?ie&aaés"tx_n‘tas dejjlﬁt'ali‘é.'Dai\{ihqs mténéos,‘ afrutados y;arbméticos.

I’alommo. Variedad blanca tipica de Espaiia, para elaborar los me_pores Jereces. Para vinos de mesa es de

- poca calidad.
Petate Sirah: Excelente variedad tinta del Valle del Rédano. Da un yin‘o' bﬁrpura, con olor a pimienta.

Pinot Chardonnay: Excelente variedad tinta del Valle del Rodano Da ‘un vino plrpura, con olor a

pimienta.

Pinot Noir: Excelente variedad tinta para los mejores vmos tmtos deBorgona y ademas se vinifica en

blanco, en la regién de Champaiia.

Rubl Cabernet Varledad tmta, de buena calidad, creada en Cahforma americana, por cruzamiento de

Cabernet Sauwgnon y Carmane.

, VRieslinrg: ‘Lél_,mejor‘y»ariédad blanca de Alemania. Produce vmos }ifrutados y florales a la vez.

Salvador: Especie americana, que da vinos tintos de fuert color, algo violdceos y de calidad mediana.

Sauvignon blanc: Variedad blanca, que da vinos con aroma vegetal, muy caracteristico, a veces con olores

de grosella.

el Sauternes.

Semillon: Variedad blanca excelente para vinos dulces co

Sylvaner: Tipica variedad blanca alemana de muy. icteristicas.

Ugni Blanc: variedad tinta que también“ se

inifica en blanco y en rosado palido; es afrutado, con sabor de
(26) ; :

zarzamora y frambuesa




g_ UNAM-FACULTAD DE QUIMICA CAPITULD II-ANTECEDENTES

2.4. CARACTERISTICAS Y COMPOSICION DE LA UVA.

La vid es un arbusto, sarmentoso y trepador, que se fija a tutores naturales o artificiales, mediante 6érganos

de que va provista.

tintdreas. ,Pbi' otra pa 1 confiere al vino su bouquet particular.
b) la pulpa, es la parte mas importante de la uva, es jugosa e incolora, si no pertenece a las cepas llamadas

Ucares y dcidos. El sabor de la uva puede modificarse por factores como el

L . . 2.
‘cual beneficia el sabor del vino @7*¥,

vinificacién 4

22
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El soporte y la via de unidn de los granos con los sarmientos es precisamente el escobajo, al que también
se le conoce como palillo, por donde se nutren y mantienen los granos. El grano de uva se compone de

88 % de pulpa, 8 % de_y hollejo y 4 % de pepitas.

Corte longitudinal de una baya de uva

Pedicelo  ————pp

Pulpa

Semilla

En la baya de Vitis vinifera los azucares son principalmente glucosa y fructosa; el 99 % o mas de los

hidratos de carbono en el mosto y entre el 12 y 27 % del peso de-la baya madura corresponden a los

(15)

.azucares mencionados anteriormente

constituyen el 90 % o'm d siguien

es el Cftrlco; ero su contenido no supera‘el 0.03.% en el fruto maduro. Las cantidades de acido tartarico y

componentes del’zumo fresco; en . volumen).

23
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Tabla 3. Composiciéon de la uva.

En general Ias semlllas de uva son fuentes rlcas de a

Componentes Porcentaje

Agua 70-80
Hidratos de carbono 15-25
Glucosa 8-13
Fructosa

Otros (mosnol pentosa)

Acidos orgamcos e i

Tartarlco
Malico "
Citrico
Taninos -

| Compuestos nitrogenados

Compuestos minerales
Aluminio

Boro

Calcio

Cloro

Cobre

Hierro
Magnesio
Manganeso
Potasio
Fosfatos
Rubidio

Acido salicilico
Sodio

Sulfatos

0.012005 |

0.01-0.10"
.0.03-0.17
0.3-0.6
T-0.003
T-0.007
0.004-0.025
0.001-0.010
T-0.0003
T-0.003
0.01-0.025
T-0.0051
0.015-0.025
0.02-0.05

T-0.001 .-

0. oooz“o’oos
+T=0.02
0.03- o 035

eif ey aé cbmpuestos con capacidad antioxidante, por

lo que pueden ser tecnologlcamente apllcados en allmentos con posibles beneficios nutricionales.

24
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2.5.ACEITE
La palabra “aceite” tiene poco significado especifico, ya que es aplicada a una amplia gama de sustancias

que son completamente diferentes en su naturaleza qun’mica. .La mayoria de los triglicéridos saturados son

<<grasas>> porque son sohdos a temperatura ambxente Gran arte de Ios trlghcéndos con varias

mstauraclones son <<ace|tes>> ‘29’

5 porque son hqundos a temperatura amblente
redommantemente triésteres de acxdos grasos y ghcerol Ilamados cominmente

olubles en agua y solubles en la mayoria de los solventes organicos.

Los trlg’l‘;ce_rldos'representan ‘normalmente mds del 95 % en peso de la mayoria de las grasas y aceites

alimentarios. Entre .lo Onstituyentes minoritarios se encuentran monoglicéridos y diglicéridos, acidos

grasos hbres, fosfatldos, esteroles alcoholes grasos, vitaminas liposolubles y otras sustancias 6o,

Los acidos grasos bresentes en los aceltes y grasas comestibles se clasifican por su grado de saturacién en:
1.- Acidos grasos saturados. Contienen solamente enlaces carbono-carbono simples, que se denominan
<<saturados>>; y son 4losAmenos reactivos quimicamente.

2.- Acidos grasos insaturados.- Si un écido graso contiene uno o mas enlaces dobles carbono-carbono se le

denomina <<insaturado>>. Los enlaces saturados e insaturados se representan a continuacion:

I

H H
[ |

.—.C:C JE—

|
—_—C ——
|

I—0—I
|

“enlace saturado enlace insaturado

Cuando un acldo graso presenta un unico doble enlace se le denomina <<monoinsaturado>>. Si contiene

mas de uno se le llama <<poliinsaturado>> ©1),

25
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2.5.1. Propiedades fisicas y quimicas de los acidos grasos.

Entre los componentes saturados de la serie de los acidos grasos se presenta un incremento en el punto de
fusién a medida que aumenta la longitud de la cadena; los compuestos insaturados no tienen ésta

caracteristica y su- punto de fusién disminuye a medida que aumentan las mstauraclones, como se puede

dos grasos saturados tlenen un punto d fu5|o mayor que los insaturados de

la mlsma longitud de cadena (32 33 34)

. Tabla’'4. Acidos grasos mds comunes.’ -

T Saturados.”

.| Simbolo  estructura Nombre sistematico Nombre comtin P.f (°C)
.12:0 .CH31(CH,),,COOH i n-Dodecanoico laurico 44.2
i 1'14:0 CH;(CH,),,COOH n-Tetradecanoico miristico 534
[16:0 CH3(CH,);,COOH n-Hexadecanoico palmitico 63.1
18:0 CH;3(CH,);sCOOH n-Octadecanoico estearico 69.6
20:0 CH;3(CH,),5COOH n-Eicosanoico araquidonico 76.5
24:0 CH;(CH,),,COOH n-Tetracosanoico lignocérico 86.0
Insaturados
16:1 CHj3(CH,;)sCH=CH(CH,);COOH - palmitoleico . =05
18:1 CH;3(CH,;);CH=CH(CH,);COOH - oleico 13.5
18:2 CH;(CH,;);CH=CH-CH,-CH=CH,(CH,);COOH - linoleico -5.0
18:3 CHj;3(CH,CH=CH)3;(CH,);COOH - linolénico -11.0
20:4 CH;3(CH,)4, (CH=CH-CH,;); CH=CH (CH;); COOH - araquidénico -49.5

Las grasas y los aceites son susceptibles a diferentes reacciones de deterioro que reducen el valor nutritivo
del alimento, y ademés producen compuestos voldtiles que imparten olores y sabores desagradables.

En termmos generales, la palabra "deterioro" en grasas y en aceites va asociada con la aparicién de aromas

mdeseables d d punto de vista sensorial y que traen como consecuencia el rechazo del producto por

parte djcl ‘c,o'ﬁéu dor; las principales reacciones responsables son la rancidez hidrolitica y la rancidez

oxidativa. La:primera se debe badsicamente a la accién de las lipasas que liberan dcidos grasos de los

triacil-glicéric ientras que la segunda se refiere a la accién del oxigeno y de las lipooxigenasas sobre

las insaturaciones de los 4cidos grasos ®*3%,
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RANCIDEZ HIDROLITICA O LIPOLISIS
Esta se debe a la accién de las lipasas sobre los enlaces éster de los triacil-glicéridos de las grasas y es

muy notable en produ' tos Iacteos oen cualquler otro allmento que contenga altas concentraciones de

acidos volatlles e’ cadena: corta (C4-C|2) Los acrdos grasos llbres que van desde el butirico hasta el

rlaurlco contrlbuyen al desarrollo de olores 3 cios en las grasas.w

El problema de ranc:dez hldrohtlca no es muy. grave ya que Ia mayona de las grasas y los aceites en la

(32. 34)

industria alimentaria contlenen acldos de cadena larga

RANCIDEZ OXIDATIVA

Las reacciones de oxidacién de’los lipidos tienen diversos origenes; el principal es la accién directa del

oxigeno sobre las dobles ligaduras. de los acidos grasos insaturados, con la subsecuente produccién de

hidroperéxidos. Otro mecanismo es la’accién enzimatica de la lipooxigenasa.

Autooxidééién (accién direéfa“del. gxi:ger:i”o). ’Se presenta comunmente en lipidos con un alto contenido de
acidos grasos insaturados y es el détg}iord més comiin de las grasas utilizadas en la industria alimentaria.

El deterioro oxidativo de los alimentos que contienen lipidos involucran una primera etapa de reacciones
autooxidativas, acompafiadas por varias secundarias de caracter oxidativo y no oxidativo; se dice que es
de autooxidacion porque se considera que los productos obtenidos de la reacpién tienen un poder catalitico
sobre la misma. Desde el punto de vista de la oxidacion de alimentos, los acidos grasos mas susceptibles
son los poliinsaturados, incrementiandose la velocidad de la oxidacién a medida que el nimero de

insaturaciones aumenta.

Se ha comprobado que la reaccién de oxidacion de lipidos puros ocurre a través de un mecanismo en

cadena"‘,‘.por‘ radicales _librcs‘y' consta de 3 pasos principales: iniciacion, propagacion y periodo de

terminacién, que se:ilustran en el cuadro 1.
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Las caracteristicas principales de este modelo son: a) la primera reaccion es la formacion de radicales
libres, la cual es catalizada principalmente por la luz o por la presencia de trazas de metales, b) la etapa de

propagacuén es debidaa Ia reacclon de los radicales con el ox:geno amblental o con la molécula orgénica;

(32,34)

c)el paso f'nal es la reaccnon entre radlcales libres

- Cuadro 1. Reacciones de oxidacién de los lipidos.

radical libre INICIO

radical hidroperéxido

ROO ] RH ——  » ROOH+R hidroperéxido PROPAGACION

Rw + R : > RR compuesto estable
ROO +R ——> ROOR TERMINACION

ROO + ROOR —» ROOR+ 0,

: Oxzdaczon por lzpoongenasas (enztm I',C&),-' La enzima efectiia una oxigenacion en lugar de una oxidacién

y sus sustratos especxf'cos son ‘acidos sbs insaturados que contienen como minimo una unidad de cis-

cis-1, 4- pendadleno (~ >H: CH ) Los acidos grasos indispensables linoleico, linolénico, y

araquiddnico contlenen una o ‘mas umdades de pentadieno, por lo que son facilmente atacados por la

lipooxigenasa, mlentras que el amdo Ielco carece de dicha unidad y no sirve como sustrato para estas

enzimas. La llpooxlgenasa actua adlclonando dos atomos de oxigeno a cada molécula de acido graso, con

lo cual se forman hldroperoxld S rans opticamente activos, estas lipooxigenasas son sensibles al calor

yapH acidoy alca]_mo or lo vlé'tiyamente facil inactivarlas manipulando estas dos variables.
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La presencia de antioxidantes reduce la disponibilidad de oxigeno requerido para estas enzimas, lo que
permite también controlar su accién 239,
Independientemente del tipo de deterioro que sufran los aceites estos se clasifican dependiendo de la

fuente de la cual son extraidos y del uso que se les asigne.

2.5.2. Clasificacién de los aceites

I. Mineral (petréleo): Es una mezcla clara no fluorescente de hidrocarburos liquidos obtenidos del
‘petrdleo, estos cubren aprox. un 90 por ciento de la demanda de aceites lubricantes.

II. Animal: Se obtienen hirviendo el tejido graso animal en agua y dejandolo enfriar. Estos se obtienen

principalmente de animales como el bovino, ovino y caprino (sebo, manteca). Su principal aplicacion es

en la fabricacién de velas y mantequil

lo'genéral'son‘t rpenos (unidades de isopreno, ejemplo: a-pineno, mirceno, etc). Se utilizan para dar sabor

y aroma al café, el té, los vinos y las bebidas alcohélicas. Son los ingredientes basicos en la industria de

: ‘losfperfu‘r'r'iiesy’se‘utjlxlzan en jabones, desinfectantes y productos similares ©.

Ademds de estos aceites mencionados anteriormente se encuentra los aceites de origen vegetal, que a
continuacion se describen mas detalladamente, puesto que la primera etapa de este trabajo se basa en la

obtencién de un aceite de tipo vegetal a partir de la semilla del orujo de uva.
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2.6. ACEITES VEGETALES

IV. Aceite vegetal comestible: Se obtiene normalmente por extraccion con solventes, por presién
mecdnica o por cualquier otro procedimiento, y en cuya composicién predominan triglicéridos.

Estos aceites provienen principalmente de las semiIIaS'o frut‘os'fde'(:ualquiera de las siguientes plantas

oleaginosas: cartamo, a_] _yoll, glrasol cacahuate, algodon, oya mal'z, canola, colza 6 nabo, aceituna,

palma, coco,"entrc ‘otras. os parametros de procesamlento para Ios dlstmtos tipos de semillas oleaginosas

~ comercnallzan solamente aceites especlales ;Ios cuales son obtemdos tnicamente a través del prensado

mecanico. Sin embargo Ia gran mayoria de los aceltes vendldos a los procesadores de alimentos y a nivel
de consumidores son totalmente refinados, esto significa que han sido procesados para remover la mayoria

de las impurezas o materiales no triglicéridos 7,

2.6.1. Métodos de Refinamicento del aceite crudo.

Desgomado.- El primer paso en el proceso del refinamiento de muchos aceites es el desgomado. Los
aceites son desgomados mezclandolos con agua para hidratar a los fosfatidos, los que luego son removidos
por centrifugacion. El desgomado se puede mejorar agregando acido citrico o fosférico o gel de silice. El

desgomado remueve sustancias emulsionantes muy valiosas tales como la lecitina. Los aceites de semilla

de algodén n spn‘de's'gom‘ados, pero este proceso es necesario para aceites como los de canola y soja ¢,
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Refinacion Alcalina.- El aceite desgomado es luego tratado con un alcali para remover los dcidos grasos
libres, glicerol, carbohidratos, resinas, metales y proteina animal. El aceite y el alcali son mezclados,

permitiendo que los acidos grasos libres y el dlcali formen un jabdn. Mas tarde el jabon acumulado es

removido a través.de:un centrifugado. Los jabones residuales son removidos por medio de lavados con

agua_caliente,

do. mediante un proceso denominado

refinamiento” por-micela:

método rinde mas y algunos’expertos consideran que tiéne un color'mas claro, mas deseable 69,

ory tienen un valor de peréxido cercano a cero ¢

suave ‘que caus
separada se denomina estearina.El aceite de soja no requiere este tratamiento pero los aceites de canola,
maiz, girasol, cartamo, aceite de algodon y mani si deben ser winterizados para mantenerlos claros a bajas

temperaturas %),

Hidrogenacion.- Cuando se hace el tratamiento de grasas y aceites utilizando el gas hidrdgeno en
presencia de un catalizador se obtiene como resultado la adiciéon de hidrégeno a los dobles enlaces

carbono-carbono. La hidrogenacidon produce aceites con sensacion bucal, estabilidad, punto de
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derretimiento y cualidades de lubricacion necesarias para satisfacer las necesidades de muchos fabricantes.
Es importante, sin embargo, hacer notar que la hidrogenacién es un proceso selectivo que puede ser

controlado de tal manera que se produzcan diferentes niveles de endurecimiento, que varian desde los mas

(35)

liquidos hasta los cas

‘limpios como el aceite refinado, blanqueado y desodorizado %,

 grasos, pero puede nejorar las propledades funcxonales del acelte @3,

La mayoria de los aceites vegetales son ricos en acidos grasos mono o poliinsaturados, y por ello son

considetad®-mg(é_dientes deseables en la dieta en sustitucion de las grasas animales (res, mantequilla y

cerdo) que son'ricas en 4cidos grasos saturados ).
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A continuacién se muestran en el cuadro 2, algunos ejemplos del tipo de acidos grasos presentes en

aceites vegetales y grasas animales.

Cuadro 2. Acidos grasos presentes en aceites vegetales y grasas.

CH; (CH2)16COOH @ .. i S e ,{Kcido estedrico. . .. ..grasas animales [

\” / H :

/CV C
CH,(CH : . ‘ : ,
‘ o : 2 o (CH2)7 COOH Acido oleico aceite de maiz

H. H“ H H
/ o \CH / \ SR
H COOH S .

CH“(CHz)‘ =2 (C 2)7 Acido linoleico aceites vegetales

" ‘De los ejemplos mencionados anteriormente los mas importantes son el dcido oleico y linoleico (ambos C

18 ) estos son:los m undantes.entre los insaturados, ya que estos son esenciales para el ser humano,

debido a‘d&’? ei~cﬁerp6:hq" los puédg sintetizar; de ahi que deben ser aportados por la dieta. Los lactantes
éxpefiiﬁghtan desarrollo deficiente y lesiones cutineas si reciben leche desgrasada por periodos

prolongados (bajo contenido de icidos grasos insaturados) #¢373%),

) "2.6.2. Importancia del dcido linoleico

Algunas de sus funciones especificas son: proporcionar energia para la formacién de las membranas
celulares, para la transferencia del oxigeno del aire a la sangre, para la sintesis de hemoglobina, para la
funcién de las prostaglandinas. La carencia de este acido graso produce resequedad en la piel, déficit

inmunitario, retardo del crecimiento y esterilidad @39,
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La cantidad necesaria es de 9 a 18 g al dia de acido linoleico. Las grasas juegan un papel fundamental en
las funciones de cada célula del organismo, desempeiian un papel esencial y beneficioso; las grasas
saturadas e hldrogenadas aumentan el riesgo de enfermedades degenerativas como arteroesclerosis, cancer

y diabetes. Las membranas celulares pueden mcorporar grasas saturadas o insaturadas; los fosfolipidos de

,me‘mbrana,,rlc ' grasa saturadas, son menos ﬂuxdos que los que incorporan icidos grasos insaturados.

Juegan un papel fundamental en numerosas funcnones del orgamsmO' la sintesis de las hormonas, la

3
: mmumdad la constriccion vascular, la regularlzaclon del dolory de las inflamaciones ¢% 49,

Beneficios de consumir acido linoleico.

e Reduce las lipoproteinas de baja y muy baja densidad (LDL y VLDL): Normalmente éstas se
encargan de transportar el colesterol sintetizado por el higado hacia los tejidos del cuerpo,
incluyendo las arterias coronarias.

e Reduce las grasas séricas (de la sangre): Disminuye marcadamente los triglicéridos y previene la

- elevacién de éstos luego de haber ingerido carbohidratos simples. Ademads, reduce el colesterol en

la sangre y evita la elevacién del colesterol, esto implica que: 1) ayudard a prevenir la

arteriosclerosis. En animales se ha encontrado que reduce la arteriosclerosis coronaria y 2) en

" pacientes quekha‘ﬁ's‘ﬁfridééirugia de puente aorto-coronaria ("bypass") utilizando la vena femoral,

se liallé una Vdi'smlnuciénk en los cambios arteriosclerdticos.

. Reduce la pres:on arterzal en individuos normotensos e hipertensos.
. Disminuye la‘accidén que tienen ciertas hormonas (Ej: epinefrina) en aumentar la presién arterial.
) Reduc}e'rlba'vis¢ositla(1 total sanguinea y el aumento en la deformidad de los globulos rojos: Esto

es de beneficio en pacientes con enfermedades microvasculares (diabéticos, hipertensos, etc).
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e Inhibe la agregacién de plaquetas: Puesto que los coagulos sanguineos son los causantes

principales en __las. oclusiones de arterias coronarias arterioscleréticas, la reducciéon en la

agregacxén de plaquetas prevxene la incidencia de trombosis coronaria (una de las causas para un

atractivo este tlpo de aceites, puesto que estos ya se comercializan como suplemento alimenticio en

forma de capsulas o grageas “**9,

- 2.6.3. Fuentes, aplicacién y evaluacién de los principales aceites vegetales.

Las principales fuentes son: coco, cacahuate, girasol, soya, maiz, semilla de algodén, semilla de palma
(palmiste) y semilla de meldn (Citrullus vulgaris), su perfil de acidos grasos de estas fuentes se muestra en
la tabla 5 ©.

Estos aceite‘sk son empleados principalmente en la elaboracion de frituras, aderezos para ensaladas,

constltuyentes de mayonesas y sobre todo en margarinas o bien se utilizan en la industria

va{antado, hojaldrado, solidez y aireado del producto durante su fabricacién, asi como

‘también contribuyen a la frescura luego de su manufactura &%),

+Las.ul 1rﬁnzis:aplicaciones que se les han dado a los aceites vegetales es en la industria cosmética (cremas,

maquill‘@iﬁ:s y labiales). Entre los aceites que ya se han ocupado en este tipo de industria son: el aceite de
: almendra obtemdo a partir de las variedades dulcis y amara de la especie Prunus dulcis, empleado en la

fabncac:on de productos cosméticos y dermatoldgicos para irritaciones cutdneas; el aceite de cacahuete,
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obtenido a partir de las semillas descorticadas de Arachis hypogaea L. (Fabaceae) empleado como
excipiente en la preparacién_de formas farmacéuticas parenterales; el aceite de oliva, Olea europaca L.

(Oleaceae) que posee pvr'(y)‘ iedades ligeramente laxantes y por via topica suavizantes y emolientes, se

y se utiliza en clinica como energizante en alimentaci6n parenteral 344,

‘ ‘Tablé‘VS.jPefr'ﬁ‘l: le 4c drdsivgr'asos de los principales aceites vegetales.

Acido graso ' | Coco | Cacahuate | Girasol | Soya | Maiz| Semilla de Semilla de Semilla de
' : algodén | ~‘palma - melén
Miristico 18 - - | - - 2 B 0.55
Palmitico 10 10 - 7 11 12 23 12.2
Palmitoleico - - e - 1 2o 0.13
Estearico 3 K B 4 3 S5 . e R L
Oleico 7 58 522 23 24 19 . - S 11.1
Linoleico 2 23 65 53 57 52 3. 64.7
Linolenico - - ol 8 1 - S 0.18
Total saturados 35 18 .10 14 14 27 80 23.9
Total 65 82 . 90 86 86 73 20 -~ 76.1
insaturados SRR P ' ' »

Existen diversas técnicas.para determinar el perfil de acidos grasos de un aceite, entre las cuales se

pueden destacar Ifa“ sigﬁiéntesf HPLC, Cromatografia de gases, Espectroscopia de Masas, o bien

fisica de . una' muestra de compuestos a través de la interaccion selectiva entre los solutos, fase

estacionaria "y fase movil ya que sus principales beneficios son: técnicas sensibles, especificas,
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resultados exactos y precisos, tiempo de analisis corto (45minutos) y cantidad de muestra pequeiia (mg),
mientras que la Espectroscopia de Masas convierte moléculas en iones, y que separa estos iones en

funcioén de su proporcion de masa y carga, se utilizan para identificar dtomos e isdtopos, y determinar la

composicion quimica de una muestra, ademas de que cuentan con cuatro caracteristicas comunes: (1) un

acxdo : grasos hbres'.presentes en el acelte (ACIdO sulfunco HzSO4, Trifloruro de Boro BF; y

Dlazometano) Para eJemphf icar l" anterlo :se, muestra en el cuadro 3 la reaccion general que sufre un

acelte o grasa para pqder sexj eval_uado

Cuadro 3. Analisis global de 4cidos gra

CH,-OH R,COONa

CH,-OCOR, A
 H,0 . ,
CH-OCOR, 4 NaOH H20 o CH-OH  + R,COONa
CH,OCOR, ~ .~~~ = CHyOH R,COONa
Estructura de aceltes y grasas : Glicerol Jabon
g >  R-COOH (Hidrdlisis)
"+(BFV? HSO Diazometano) Metanol R-COO-CH, (Metilacion) Mezcla de esteres
N -\ ‘:3', 2 41 A

v

HPLC, Cromatografia de gases, Espectroscopia de Masas

Hay un gran nimero de pruebas que sirven para evaluar la calidad del aceite. Estas incluyen las pruebas

fisicas, quimicas y sensoriales. También existen varias pruebas rapidas que pueden ser utilizadas como

herramie‘n'ta's de éalidad,'La calidad de las grasas y aceites utilizada en el proceso de manufactura afecta
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directamente la calidad del producto terminado. En los E.U.A. los estandares de calidad son definidos por

la Sociedad Americana de Quimica del Aceite (AOCS, American Oil Chemist Society) (48,49)

Prucbas quimicas.

Método del oxigeno activo (AOM AOCS) Mlde la: establlldad de 0x1daclon Se hace burbujear aire a

A 9 8 °F Se extraen muestras de aceite a

través del aceite o grasa que se encue
intervalos regulares y se det M es expresado en horas y es el

periodo de tiempo g _rytv‘oA;iﬁi‘Vel El AOM es utilizado como una

caracteristica especifica d

OM tlenden'a’ aumentar Juntamente con el grado de saturacion o endurecimiento de la

mues’ﬁé‘. qu qu un metodo popular, esta snendo reemplazado por el Indice de Estabilidad del Aceite.

Valor de la: amsndma (AOCS) Los aldehldos son‘productos de la descomposicion de los acidos grasos

peroxxdados Este valor mlde los niveles hidos qtlhzandolos como un indicador que determina la

cantldad de matenal perox" ado qu blado. Juntamente con los niveles de peréxido

presentes, el perﬁl de la deg e un aceite puede ser esquematizado especialmente
en aceites procesados por seg el nivel de los 4cidos grasos libres y en los aceites

recalentados que son utilizados par

Acidos grasos llbrcs(FF kp"rocedimiento de titulacion, el método del FFA es una
medida de la éahtiﬁéd e
triglicérido. ‘A

superﬁcxe de un‘al

fritura del aceite. Los resultados son reportados como porcentajes de FFA, calculado como acido oleico @

48)
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Valor del Yodo (AOCS). Esta metodologia mide el valor de insaturacion de las grasas y es utilizada en el
aceite fresco como una caracteristica especifica del producto final. El elemento yodo es agregado a los
enlaces dobles de los dcidos grasos insaturados y luego es medldo Los resultados son expresados como

gramos de yodo que han sido absorbidos por. cada 100 gramo de grasa os, @)

Indlce de establlldad del aceite (OSI AOCS) r’ueb‘a“aljt‘ométiczirmide el grado en el que un aceite
se oxnda cuando se hace burbujear aire a traves de e] VEI producto de desdoblamlento que es el acido

férmlycvo, es conducido hacia el agua destnlada que se ‘encuentra en una celda.

El instrumento monitorea en forma continua la conductividad eléctrica del agua. En el momento en que la

conductividad aumenta agudamente indica en forma inmediata el momento final de la prueba @9,

Valor del peréxido (PV, AOCS). Este es el metodo clasnco para medir la oxidacion del aceite fresco, pero

tiene poco valor para el acelte de frlt ra ya que esta prueba es altamente sensible a las temperaturas. Los

peréxidos son radlcales mestables formadosa partlr de fos triglicéridos. Los procesadores extraen el aceite

~ del ahmento para medlr el PV;un ayor a 2 es un indicador de que el producto tiene un gran potencial

encuentre en el anaquel ¢ 49,

'ébaj’e's';un indicador excelente de los productos de oxidacién
'lasireacciones de rancidez. La adicion de TBA da como
resultado la aparlcxén de plgmentos coloreados cuando reaccionan con un aldehido y otros productos de la
degradacién ox1datxya. La absorcxon se mlde a los 450 nm para los pigmentos amarillos y a 530 nm para

los rojos ©#5:48),
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Prucbas fisicas

Color del aceite. (Lovibond, AOCS). El color es utilizado como un indicador de calidad para la fritura y
sirve también como una especificacion para los aceites ya terminados. El rango de colores varia, pero si el

color del aceite de una ‘refinacién’ es mas oscuro delo esperado puede ser_un mdlcatlvo de que la

refinacién no fue la més aproplada (“8’

Humo, chispa, puntos de ignicién (AOCS) Al calentar el aceite en un reclplente con na luz mtensa se

puede observar la temperatura a la cual el acelte empleza a hacer humo Con un calentamlento continuo y
el uso de una pequeiia llama, se pueden determinar también los puntos en que ap’arecen las chispas y el de
ignicién. Estos puntos son criticos cuando los aceites son utilizados para la fritura-profunda o sumergida y

para cocinar en el sartén “*®.

Pruebas sensoriales

Analisis sensorial (AQCS). Este método es una evaluacién del sabor del aceite vegetal. Los aceites son

colocados en vasos de vidrio cubiertos,-

los cuales son luego'coloéados en un bloque de aluminio. El

bloque es calentado en la osci los vasos permlte que los compuestos volitiles se

acumulen, de manera de poder evaluar las muestras de acuerdo al sabor y al olor %49,

En general los. fabricantes pueden aiiadir a las grasas y aceites pequefias cantidades de aditivos
alimentarios aprobados para proteger su calidad durante el procesado, almacenamiento, manipulacién y
comercializacion. Esto asegura el mantenimiento de su calidad desde el momento de produccién hasta su

consumo @3 50).
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2.7. ADITIVOS

Los aditivos son sustancias aiiadidas intencionalmente a los alimentos para mejorar la estabilidad o sus

4, 33)

propiedades organoleptncas o nutrltlvas , estos se clasifican basicamente por su funcién en:

EDULCORANTES .

ho mas dulces

_A veces llamados edul

trit /0 y'sdn:é‘orﬁpﬁés‘io ’sm”tetlco
que Ia>sacarosa y, por lo nto “se usan’sélo en cantndades muy péquenas comb edulcorantes de mesa para
ciertas bebldas como el cafe y en la fabricacion de refrescos bajos en calorias y otros alimentos
(Acelsulfame,’Sacarina, Aspartame) ¢,

COLORANTES

“Hay vtpd& un'ayariedad de compuestos orgdnicos, algunas sustancias quimicas sintéticas y pigmentos

" naturales-'de plantas (incluida la clorofila), carotenoides y antocianinas, que se pueden afiadir a los

alimentos para mejorar su color. También se emplean como colorantes algunas sales minerales; las sales

de calcio y hierro pueden mejorar el valor nutricional de un alimento asi como su color ¢,

CONSERVADORES

bncarbonatos ‘se pueden utlllzar como dlsolucmnes tampones o para proposnos especiales ¥
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EMULGENTES Y ESTABILIZANTES

Los aditivos de este grupo se emplean para que los aceites y grasas se puedan mezclar con agua y formar
asi emulsiones suaves (como la margarina y la mayonesa), para dar una textura cremosa y suave a los

alimentos y para aumentar el periodo de duracién de los productos horneados. Muchos de ellos se utilizan

smulgentes se pueden citar también la lecitina y varias sales y ésteres de acidos grasos @,

sahjpara que algunos productos en polvo como la sal o la harina no sean compactos.

tes se incluyen la harina de huesos (que se emplea también para enriquecer la

frutvals e__i'l_x’

Aparte

mas detallada, puesto que la segunda etapa de este trabajo se basa en la obtencion de antioxidantes

prdvenientes'de la semilla del orujo de uva.
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Para poder entender el papel que tienen los antioxidantes en los alimentos y en el cuerpo humano, se

requiere saber como se lleva a cabo la oxidacion y los productos que en esta se derivan (radicales libres).

Un radical libre es un fragmento molecular con un electrén no apareado en su érbital exterior, que provoca

una oxidaci le.y reacciona instantdneamente con otras sustancias que estén cercanas.

La ,v_ida 'byioléglca;medla;del radical libre es de microsegundos; pero tiene la capacidad de reaccionar con

En el organismo se produce un equilibrio entre oxidantes/antioxidantes, cuando este equilibrio se rompe a

favor delo idantes 'se produce un estrés oxidativo el cual estd implicado en muchos procesos

ﬁsiopaic}iég ‘(“enfe‘rmedades, envejecimiento celular, etc). Por tanto, es de vital importancia el consumo

de - alimentos :que : contengan antioxidantes naturales y se pueda mantener el equilibrio entre

oxidantes/antioxidantes o incluso esté a favor de los antioxidantes. Ademas, si tenemos en cuenta que

dUranté la‘vida e,pi'oduce un equilibrio entre oxidantes y antioxidantes, y a medida que el individuo
envejec “dicho balance estd a favor de los oxidantes, es de vital importancia un consumo de alimentos

ricos en antioxidantes naturales para contrarrestarlos ¢3!' 32 %%),

2.8 ANTIOXIDANTES.

Un antioxidante es una sustancia o mezclas de sustancias que tienen la propiedad de retardar o impedir la

oxidacion que por ende provoca el enranciamiento de los alimentos.

En general, son compuestos’

olifendlicos mds o menos liposolubles, que no deben de ser toxicos ni

comunicar saboreskex"trlaﬁ

Los antioxidantes pueden afiadirse diife”ctamente a los aceites vegetales o pueden mezclarse con las grasas

animales fundidas una vez extraidas. Sin embargo en algunos casos se consiguen mejores resultados
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afiadiendo el antioxidante en un-:diluyente.-También pueden pulverizarse con ellos los productos

alimentarios, o sumergirlos en soluciones.o_suspensiones de antioxidantes, o empaquetarlos con peliculas

cerebrales (retencion de la memoria); ya'que estos atrapan a los radicales libres presentes en el organismo

productos del metabolismo celular ¢,

2.8.1. Mecanismo de accion de los antioxidantes.

Los distintos antioxidantes manifiestan diferencias sustanciales en su eficacia cuando se utilizan con
distintos tipos de aceites, o alimentos que contienen grasas, o en diferentes condiciones de procesado y
manipulaciéon. Ademads de la potencia de un antioxidante o de una mezcla de antioxidantes, deben tenerse

en cuenta en una aplicacion particular, otros factores tales como la facilidad de incorporacién a los

alimentos, 1 ‘ensibiliUdAdk -al pH, la tendencia a producir alteraciones del color u olores desagradables, la

divspvonibilidad' osto. El problema de seleccionar el antioxidante optimo o una combinacién de

antioxidantes, se ‘complica ademas por la dificultad de predecir la forma en la que los antioxidantes
afiadidos actian en presencia de prooxidantes y de otros antioxidantes existentes en el alimento o

producidos a lo;largo del procesado ©%.

En general existen dos. mecanismos fundamentales que se utilizan para evitar el deterioro oxidativo de los

lipidos: los donadores de electrones y los secuestradores o quelantes 6,
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Mecanismo de donacién de electrones o de hidrogeno.

Los antioxidantes (fenélicos) actiian interrumpiendo la reaccidén en cadena productora de perdéxidos, por
inactivacion de los radicales libres iniciales o formadores de la cadena, estos ocupan una situacién
privilégiéda (sbh excelentes donadores de electrones o de hidrégeno) y ademas sus radicales intermedios
son rglativahente estables debido a la deslocalizacion por resonancia, rompiendo asi la propagacion de la
cadena (t;';(adro 4) 69,

Cuadro 4. Mecanismo de accion de los antioxidantes (fenolicos) .

OH
R- RH
+ o + o
R-O-O- 'R-0-0-H
O~ . o o
R: : f R" R R" R R" _
et e e —— ———— etc .
RIII RIII RIII

Mecanismo de accién de los secuestradores o quelantes.

Las sustancias quelantes no son antioxidantes en el sentido de que impidan la oxidacién porque actiien de
consumidores de oxigeno. Sin embargo se comportan como valiosos antioxidantes sinergistas porque
eliminan los iones metélicos que catalizan el proceso de oxidaciéon formando complejos alterando las
propiedades de los iones metalicos y sus efectos sobre los alimentos. Muchos de los agentes quelantes

empleados en la industria-alimentaria son sustancias naturales, como los acidos policarbixilicos (citrico,

ifriicb), acidos polifosféricos (trifosfato de adenosina y pirofosfato) y

‘proteinas). Por lo regular agentes quelantes como el EDTA suelen

emplearse también en alimentos como, los aderezos para ensaladas y postres congelados.
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G2)

Representacion esquematica del complejo EDTA-Calcio

EDTA -

Agente ,sgéu"é's»tl;ante ‘... Complejo metilico

Dependiendo del mecanismo de accién y del origen de los antioxidantes estos se clasifican en tres grandes

grupos (sintéticos, sinergistas y naturales).

2.8.2. Clasiﬁéacién de los antioxidantes.

Sintéticos.- Tienen que poseer las siguientes propiedades, deben ser inocuos, muy activos a
concentraciones bajas (0.01-0.02 %) y liposolubles para acumularse en la fase lipidica. En el caso de las

emulsiones aceite / agua son por ello especialmente adecuados los antioxidantes lipofilicos como lo son el

* butilhidroxianisol (BHA) y,’bu‘tyil,hv“' foflrueno (BHT), tocoferoles y galato de dodecilo. Por el contrario

los antioxidantes fuértenﬁehfé ‘ oiﬁq el terbutilhidroxiquinona (TBHQ) y el galato de propilo, son

especialmente activos en grasas'y aceites porque se acumulan en la interfase grasa/aire 3,

BHT

BHA
OCH,
CH,
[Zom
CHS ~CH,
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TBHQ Galato de propilo
oH GHs CO-0O-CH,-CH,-CH,

| ___CH,

c

~CH,
HO OH
H H

Acido tartarico

Esteres del 4cido tiodipropiénico

?OOH
CH,-CH,-COOR H'(,:'OH
S HO-q:-H
CH,-CH,-COOR COOH

Lecitina.

CH,CHN(CHy);

Naturales.- Estos provuenén en: gené;al de ’vegetal' i‘éél"e; ";ffﬁtoﬁ»y semillas, por ejemplo, manzanas,
cebollas, pera y en bebxdas como té y vino; que conti ne‘ ‘sustancias como el dcido ascérbico es un
antloxldante que se. encuéntra en muchas hortahzas (brocoll, pxmlento) y frutas ( principalmente de la
naranja, limdn,: frutilla, kiwi y otros), los tocoferoles (alfa—tocoferol proviene principalmente de los
aceites vegetales, de las nueces, cereales y vegetales grasos mam, aceltunas), los carotenoides (pigmentos
amanllos‘o rojos que se encuentran distribuidos en las® plantgs), acidos cinamicos (acido cafeico),

estilbenos (resveratrol) y polifenoles (flavonoides) /739, ;
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Alfa-tocoferol Acido ascorbico
cH f
HO ? H \O H
CH, : (l: H, \ -~
H o (CH,~CH,-CH,-CH),-CH, H ¢ —CH,0OH
H, HO
i B-éardfeho :

Resveratrol S ' Acido cafeico
HO. o HO,
Q N O oH HO-DCH#:H-COOH
HO H

2.9. IMPORTANCIA DE LOS POLIFENOLES.

Los polifenoles son un gran grupo de compuestos presentes en la naturaleza (frutas y vegetales) que

poseen anillos aromaticos con sustituyentes hidroxilos. El grupo de los fenoles incluye a los flavonoides

(Cs-C3-Cq) y sus subgrupos las procianidinas, las catequinas, los dcidos galicos y las isoflavonas, estos

compuestps son- en su mayoria potentes antioxidantes por su estructura quimica (donador de H' o
electrones ) necesarios para el funcionamiento de las células vegetales. La ingesta diaria de polifenoles en

individuos que sigue una dieta rica en estos alimentos es aproximadamente de 1g/dia ©* N,
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En los 0ltimos afios han cobrado especial interés el estudio de la actividad biolégica de los polifenoles y
en especial la evaluacion de la capacidad antioxidante asociada a ellos. Asi, es bien conocido que algunos
polifenoles presentan actividad antimicrobiana, siendo el principal responsable la presencia de acido
galico. Este:"éq'idvo ‘es un mecanismo natural de defensa en muchos frutos frente al desarrollo de
enfermedades mi’crobianas. Ademas, se ha seiialado que tienen actividad antimutagénica, algo que ha sido
comprob‘acvlol ;")'or.diversos ensayos, como los que demuestran su capacidad de inhibir la aparicién de
mQtacioﬁes en bacterias como Salmonella typhimurium. Se ha comprobado también su capacidad para
actuar dev"donadores de hidrégenos o quelar iones metilicos como el hierro y el cobre, inhibiendo la

oxidaci6n de las;l'ipoproteinas de baja densidad (LDL), las cuales estin implicadas en la patogénesis de las

- enfermedades coronarias e inhiben la agregacion plaquetaria.

actuando 'c m‘ mhlbldores en procesos cancerigenos por ejemplo en céncer de pecho y de ovario. Tienen

tamblen actxwdad antl-VIH los sulfatos de 4cido tanico, de rutina y de acido galico inhiben la infeccién

de Ias celulas ‘54)

Ademas se ha estudiado el efecto de la catequina en membranas eritrocitarias y en
microsomas de hjgado de rata observiandose una inhibicién en la peroxidacién lipidica, asi como se ha
descrito tambfén que protegen al DNA del daiio oxidativo. Diversos estudios ponen de manifiesto que los
polifeno‘les presentan mayor poder antioxidante en combinacién que de forma aislada. Los polifenoles
aislados como el galato de epigalocatequina y la quercetina, ejercen una proteccion parcial ante la
peroxidacién lipidica inducida en la retina bovina y porcina. En cambio la combinacién de todos ellos

aumenta muchisimo el efecto protector ©¢'+39,
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2.9.1 Fuentes de Antioxidantes (flavonoides).

Algunas fuentes naturales de flavonoides con importante actividad antioxidante se encuentran las cerezas
(quercetina, kaemferol, miricetina y (+)-catequina-3-glucosa), citricos (naringina, rutina), ciruela, kiwi,
platanos, pera, fresas, (quercetina, kaemferol y mirecitina), ademds de una amplia variedad de verduras

como tomate;’ cebolla coliflor, brécoli (quercetina, kaemferol y mirecitina), espinaca (quercetina-3-

. dlosmma semilla de duraznos , quercetina, kaemferol y mirecitina), alimentos congelados (la cdscara

(sa , ,'écidos cafeico, vanillico, cumarico, clorogenico, galico y fertlico, cascara de arroz

e acld ’feruhco), industria azucarera (medula de caiia ("’ , acidos ferulico, clorogenico), industria del

chocolate ( “kacao «") , (+)-catequina, (-)-epicatequina y dimeros de procianidinas ) y de las industrias
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6N Acido feralico (+)-Catequina (-)-Epicatequina

Quercetina-3-glucosa

CH,0
HO—©—0H=CH-COOH

Procianidinas (B1)

Acido galico

* COOH

. Acido clorogenico

029” S
HOO‘}Q , oH
" Sl

" H

on

Rutina= . Nuringinn S -~ Acido vanillico Diosmina

2.9.2. METODOS DE OBTENCION Y EVALUACION DE ANTIOXIDANTES.

Los flavonoides como fenoles, esto es en sus formas de aglicdn, glicosilados y procianidinas , tienen un
comportamiento polar, ademéas de que presentan una alta actividad antioxidante, en diferentes estudios se
ha encontrado que los disolventes que presentan una mejor afinidad o bien una mejor extraccion de estos

compuestos son metanol, etanol, acetona y agua o combinaciones entre ellas. Para identificar los

e encuentran en estos extractos se realizan pruebas cualitativas, en cromatografia de capa

celulosa y papel, empleando diferentes mezclas de eluyentes como es cloroformo-
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metanol 9:1, cloroformo-acido acético 9:1, cloroformo-acido acético-agua 4:5:1, acetato de etilo-metanol-

acetona-agua 50:3:1:10. ®:*?_Asi como reveladores como vainillina, sulfato cerico y cloruro ferrico, estos

a prifhera se determina la actividad antioxidante de los compuestos

en las placas una coloracién café parda. En referencia a la segunda
‘actividad secuestrante, presentandose en las placas una coloracién

o'asi dicha actividad. ¢7¢

se han desarrollado distintos métodos de evaluacién generalmente

la actnvndad anthdeante y la VIda media de los productos, pero sélo tienen ligeras aproximaciones a los

efectos protectores‘ devla Salud.~ (4,65

En el caso de alimehtos de‘be" tenerse en cuenta que la actividad antioxidante es dependiente.de una gran
diversidad 'de: fact - nk;luidas las propiedades coloidales de los substratos, las condiciones y etapas de

oxndamon asn como:la posﬂ:le localizacién de los antioxidantes y substratos en las distintas fases

presentes en el allmento S0
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Los métodos mas comianmente empleados son el del radical-DPPH (1,1-difenil,2-picrilhidrazil), ABTS+

[2, 2-azino-bis (3-etiIbenzot_iazoline)& sulfonato], B-caroteno, Fenoles Totales por el Método de Davis.

'radical-DPPH y ’ABTS+ -
Estos ensayos consisten 'lag‘épac‘idad del extracto o compuestos que lo integran de secuestrar al

radical, donde el mecanismo de reaccion es el siguiente: ... .

Tradical-DPPH (1, 1-'dlfeni],2fpicrilhidrazil)' s

CSH.'n\N/cle
N—H
o, NO, + R-(0),
02

+ -R-(OH) , (extracto)

L 0,5 s /S~
Enzimético 0 Quimico \>=N_N Gt
NOMEENRFTTS

M GH N
i Sl

0,8

NH,
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Blanqueo con 3-caroteno:

El ensayo consiste en medir la capacidad del extracto o de los compuestos que lo integran para impedir la
oxidacion (f‘ormacuon de radlcales hbres) del B—caroteno, por las condiciones en que este se encuentra (luz,

temperatura, H,oz, acldo Ilnolelco).' Su mecamsmo se muestra a contmuaclon en donde se observa que el

acndo Tll_nolelco formando

" Temperatura, "
S oz, HaOp, )
- Ac.Lino!e(co.

..+ Re«(OH), (extracto)

R(O).

- La tecmca consiste en ‘medir el blanqueo del B-caroteno que es el resultado de la oxidacién por el producto

de degradacxon del acxdo linoleico.

Prueba de fenoles totales.

Meétodo de Davis: esta prueba se basa en cuantificar la cantidad de grupos hidroxilos totales disponibles
que tiene la muestra. Se prepara una curva eStén'daf de Catequina, se disuelven 100 mg de Catequina en 10
ml de metanol, esta solucién stock se diluye ‘prara obtener concentraciones de 20, 40, 60, 80, 100, 200, 300

ppm, y se determina la absorbancia de las soluciones de la misma forma que las muestras. ©¢®
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Ventajas y desventajas de los métodos DPPH, ABTS y (3-caroteno.
Estos métodos péii'a détérfninar actividad secuestrante (radical DPPH y ABTS ™), son rapidos, sensibles,

repetitivos, féqi‘lév

. Ia umca 1nconvemente es que en el metodo del ABTS su radlcal no esta formado debe

~ unportante es que el ABTS puede ser sol

antnoxndante puede medirse dada la naturaleza hldrof'hca ) Ilpof'llca de los compuestos de los extractos.

En contraste el DPPH solo puede dlsolverse en medio organicos sobre todo alcoholes, no en medios

acuosos que son una. Ilmntacton |mportante al mterpretar el papel de antioxidantes hidrofilicos ¢ ¢®.

En el“caso‘del."&Caroteno~ esta ‘écnic’a" como Ias anteriores es rapida, sencilla, reproducible, lo que lo

sy

‘diferencia._de la -aqui‘se induce la formacién de los radicales (luz, H,O,, 4c. linoleico,

temperatura) de icales libres formados son similares a los que se presentan en un

ahmento (67. 8)

De r‘nénéra‘general stas técnica \(rac:iicél;DPPH, ABTS" y B-caroteno) miden la cantidad total de

radxcales libres 'que pueden ser atrapadospor una muestra que contenga antioxidantes, no la calidad de los

antxoxndantes presentes en la muestra (6-.’

Dentro de.las pruebas de evaluacién'de actividad antioxidante o de fenoles totales, se han empleado las

pruebas como la del écido:tibb’;ﬁ" co, N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD 1til para medios no

u 69 69

lipidicos) ©" , captura del ani6n uperoxido, Folin-Ciocalte , estas pruebas se han aplicado a los

extractos como tales, no en forma individual de los compuestos que los integran ©*.
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Como se sabe la complejidad de los extractos comprende desde polimeros, oligomeros y monémeros, por
lo cual diferentes estudios han utilizado técnicas de separacidn y purificacion entre las cuales se pueden

mencionar la cromatografia_en columna (resinas de intercambio idnico, celulosa, poliamida, alumina,

" componentes del extracto por. pa

entre monémeros;idimero

uva, asi como subproductos derivados de estos ?* >

Para llevar a cabo este proyecto se presentan a continuacién los diferentes materiales y reactivos, asi
como la metodologia asignada para obtener, evaluar y cuantificar el aceite y los antioxidantes presentes en

la semilla del orujo de uva.
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3.1 MATERIAL Y REACTIVOS

Materia Prima: Orujo de uva (variedad Barbera), proporcionado por Casa Pedro DOMECQ (Baja
California , México ) y extracto comercial de semilla de uva (Biovital, Salud Natural).

Primera Etapa

_ Extraccion, caracterizacién y’!cuiantif cécién'dél'é ' ’Eter' de petroleo (Reactwo analitico REASOL),

para el perfil de amdos grasos del acelte se emplea’ hldrogeno como gas acarreador, mientras que para la

esterlﬁcacxon de los acldos grasos se usa Tolueno, Hexano BF; (Grado HPLC), KOH (J.T BAKER), HCI

(Reactivos Analmcos REASOL)

Segunda Etapa.

Extraccién de antioxidant‘ésk;'se‘ m léé Alcohol Metilico 99.5 %, Alcohol Etilico 99.5 %, Acetona,

(Reactivos Analiti‘cdS‘RE/H\JSQLj,;en prépbréipnes 80:20 con agua destilada.

Tercera_ Etapa.:

Evaluaciones,6Uéliiativas\"a los extra;itoé crudos obtenidos: Se usan placas de Silica G /UV 254 Alugram

para-TLC (20x20 cm Nagel, el eluyente es una mezcla de Acido acético  99.7 % , Cloroformo

99.9 % (Reactlvos ‘REASOL) y agua destilada. Para la preparacién de los reveladores se usa

Radical ZDPPH a

p‘lgrbilrhi'drézil) 95 % en metanol, B-caroteno 95 % en acetona, vainillina en

acldo sulfur A-CHEM).

-DPPH y B-caroteno: Se emplean estandares de uso comercial como
~Qgéréetina, BHT, TBHQ, BHA, Acido Ascérbico (SIGMA-CHEM) y
6m§rciales, para estas pruebas se utilizo DMSO (dimetilsulféxido) 99.9 %

ACS), Nitrégeno ultra alta pureza 99.9 % (AGA) y Oxigeno extra seco
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Para la cuantificacion de fenoles totales se requiere de DEG (dietilenglicol) 99 % (Grado
espectrofotométrico, Merck-Schuchamdt) y de NaOH perlas (J.T BAKER), asi como el estandar de
catequina.

Cuarta Etapa.

WEth'aCCIOH selectlva se. empleo Acetato de Etilo, Cloruro de Metlleno (Reactwos Analiticos REASOL) y

agua para verlficar el: fracclonamlento del extracto se reahzaron cromatograf'as de capa fina en placas

descrltas antenormente, con el eluyente respectlvo

3.2. EQUIPO

kCromatézgrya‘f de gases'HP 5890 Series 11, déiéc@r FID, integrador: HP 3365 Analyzer Crom.Gases,

--- A continuaci

aceite, extractos
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3.3 METODOLOGIA.

Primera Etapa.
Se parte de una materia prima (orujo de uva. 3 Kg) que esta constituido de ciscara y semilla, donde se
lleva a cabo una separacién manual, para obtener solamente la semilla, la cual se somete a una operacion

de molienda. .

NOTA: El proceso de secado se omlte debldo a que el contemdo de humedad presente en la semilla es

adecuado para Ia extracclon del acelte y antnoxndantes

MOLIENDA

Consnste en reduclr aun tamano de partlcula homogenea permntlendo asi una mayor superficie de contacto

para facxhtar la’extraccion del acelte con el dlsolvente.,

' con,_l:ar‘ﬁnn"a‘l’id
‘ del g;ﬁeité

- del aceite de semilla‘de uva. = -

Parala caracterizacidn y.cuantificacién se emplea la cromatografia de gases (CG) .

Esta determin ndica el perfil de 4cidos grasos del aceite obtenido, el cual se compara con estandares
S presentes en los aceites vegetales.
Para obtener'e de la semilla de uva se requiere de una esterificacion y saponificacién de

los esteres'metili iste'en tomar una muestra de 20 mg del aceite y aforar a 5 ml con una
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KOH en metanol al 5 %), durante 1 hr a 80 °C , se enfria y se lleva a cabo la metilaciéon (2 ml de HCl en

metanol al 10 % :i-,lOO‘u_ly,d;e BF; dkura»ntefl hra 80 °C), se realiza una extraccion (4 ml de agua + 3 ml de

tolueno-hexano, se agita por. 1 min'y se centrifuga 10 min), se retira el sobrenadante y se coloca en un

matraz afora e:se le.realizan tres extracciones consecutivas (3, 3, 2 ml
_mezcla de tolueno-hexano)_ retirando los respectivos sobrenadantes para asi colectarlos en el matraz

aforado de 10 ml, por altimo se toma 1 ply se inyecta por triplicado al cromatografo de gases.

Las condiciones para efectuar la separacion cromatografica son las siguientes:

TEMPERATURA DEL INYECTOR

RAMPA: 1 Minuto a 40 °C, Aumenta 10 °C / min hasta 280 °C, 280 °C/ 7 min.
CORRIDA: 32 minutos.

DETECTOR: 280 °C.

PRESION: Rampa, Flujo: 1.95 ml/min.
Inicial 5 psi, Aumenta 10 psi/ min hasta 40 psi
Split: 1.0~ o e

El residuo obtenido después del filtrado del aceite, que en si es la semilla que se tenia inicialmente, se
somete a una operacién de secado durante 24 horas a temperatura ambiente y durante tres horas a vacio,

para continuar con la realizacion de la segunda etapa.

Segunda Etapa
EXTRACCION DE ANTIOXIDANTES

La semilla es fraccionada en tres lotes con un peso de 333.33g cada uno, los cuales se colocan en tres

matraces diferentes de 4.L 0s ci Vo‘ntienve”nv 2 L de una mezcla de disolventes: | acetona-agua (80:20),
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CONCENTRACION DE LOS EXTRACTOS
Esto se lleva a cabo con el fin de eliminar la mayor cantidad de disolvente presente en los extractos en

rotavapor a temperatura de 60 °C. Posteriormente se congelan y liofilizan esto se realiza para eliminar el

agua retenida en los extractos.

Obtenidos los extractos cru_‘dowé'“ lita v:«rfsy_“‘ Uéntitativas,de

actividad secuestrante y antioxid: nte

Tercera Etapa.

EVALUACION CUALITAI_I'\}A .
Los tres extractos, és_i 3 como ;él producto comercial de semilla de:’ uva (Biovital). se les realizan
determinaciones por crérﬁétééiéﬁa en capa fina (CCF), ‘ E |

La placa que se emplea es’ de gel de silice, los extractos se eluyen eﬁdorbformo- icido acético-agua
(0.4:0.5:0.1) los reveladores que se emplean para esta evaluacién son: . - |

radical-DPPH (ANEXO 1) este revelador nos permite evaluar la activida& secuestrante de los extractos,
visualizdndose una mancha color amarilla en fondo puarpura.

Blanqueo con Q-carotgno (ANEXO I) las placas se Co]ocaron bajo luz U.V por un periodo de 60 minutos,

de esta forma se eva ala actividad, antioxidante de los extractos observandose una mancha café en fondo

blanco. )

vainillina-acido - sulfiir ‘las- placas se colocan en una parrilla que se encuentra a una

temperatura de 120 .° ngtoé," Lo cual nos permite observar la oxidacién de los compuestos
presentes en lavauééltr;

Las soluciones reveladoras se aplicaron mediante aspersién sobre las placas cromatogréficas.
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EVALUACION CUANTITATIVA

Actividad secuestrante determinada con radical-DPPH: En una serie de 4 tubos de ensayo se realizan las
siguientes reaccnones En el primer tubo se agrega 1 mL del extracto crudo (200 ppm) obtenido con

etanol- agua dlsuelto en metanol con 1 mL de soluclén de radlcal DPPH en DMSO (ANEXO I). Al

v segundo tubo s mL del D‘MSO Al tercer tubo se le agrega .l mL

ut?o (blanco) se Ie adicionan 2 ml de DMSO.
gﬁ'réi;oso durante 60 min. Transcurrido el tiempo de
517:nm St; usén como patrones de referencia antioxidantes de uso
qféqﬁilla, quercetina, BHA, BHT, TBHQ. De las absorbancias
'd#ii'secuestrante del radical-DPPH de la siguiente manera:

(Ai AJ) /Ac ] x 100, Donde: A| Abgorbancia del extracto mezclado

con ‘laﬂéolv\ug:x, cla del mismo extracto mezclado con DMSO y Ac = Absorbancia

de la solucién DPPH con DMSO

Esta metodologia se aplica a los otros dos extractos crudos obtenidos (acetona-agua y metanol-agua) y al

extracto de la semilla de uva comercial.

Actividad antioxidante determinada por el blanqueo con B-caroteno (a este ensayo se le realizo una ligera

modificacion del mencionado en los antecedentes): se satura agua destilada desionizada con oxigeno por
30 min. Se prepara una solucién de B-caroteno (ANEXO I).
En un frasco se adicionaron 2 mL de esta solucién con 25mL de agua destilada oxigenada. En un tubo de

ensayo se adlcmnan 5.mL de la mezcla antenor la cual contlene 0.2 rnL del extracto etanol-agua en

metanol, inmediaté se reglstra la absorbancla a 470 nm (tlempo cero), se mantiene en bafio maria a

50 °C durante 60 minutos'y se vuelve a registrar (tlempo f‘nal)
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Paralelamente se prepara un ensayo control adicionando 0.2 mL de metanol con la solucién de B -
caroteno-agua oxigenada, y se registra como en el caso anterior. Como blanco se utiliza 0.2 mL de

metanol ens mL de agua destilada. La velocidad de degradacxon de los extractos se calcula de acuerdo a

n: velocxdad de degradaclon de"la muestrak: F‘Ln (a/b)/ t, donde‘Ln = Iog natural a=

la ,sngunen{te

; 100 200 y 300 ppm) Para llevar a cabo la
"'nitﬁbio de ensayo, se adicionan 10 ml de la solucién de
gita vigorosamente y se coloca una alicuota en una celda
' espéctvrdf(;ton;étii"lqa y se registfa’a 42»6}:4111m,"e;1‘1‘p1eando como blanco 0.2 ml de metanol en 10 ml de DEG y
0.2 ml 'dé NaOH. E‘sta 4'1‘)rueb'a‘ se realiia con la finalidad de determinar la cantidad total de grupos

hidroxilos R-(OH),, mismos que se relacionan con la actividad antioxidante de cada extracto.

Esta prueba se aplicé a.los 3 extractos crudos (acetona-agua, etanol-agua y metanol-agua) disueltos en

metanol a una concentracién de 200 ppm.
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Después de realizar estas pruebas, se selecciona el extracto que presentdé mejor comportamiento en las
tres evaluaciones efectuadas (actividad secuestrante, antioxidante y prueba de fenoles totales), para

someterlo a un fraccionamiento de sus componentes, mediante una extraccion selectiva.

Cuarta Etapa.
EXTRACCION SELECTIVA

A 5 g del extracto correspondiente (etanol-agua), se le adici'onanﬂ7'0vml de acetato de etilo con el fin de

fraccionar y obtener los monémeros, oligémeros y preC|p1tar a 1 s‘ pohmeros. El acetato de etilo se
evapora y al resxduo se le agregan 40 ml de cloruro de metxleno para precnpltar a los oligébmeros. El
} cloruro de metlleno se evapora y al residuo se le adicionan 20 ml de agua destilada con el fin de
solublhzar a los fenoles presentes (monémeros). Finalmente, la solucidn obtenida se congela y liofiliza
para an’ obtener una muestra mas manejable. A las tres fracciones obtenidas se les realiza una
cromatografia en capa fina para verificar si hubo una adecuada separacién de los compuestos (se uso
como revelador radical-DPPH y blanqueo con B-caroteno). A si como pruebas cuantitativas de actividad

secuestrante, aﬁtjoxidante y fenoles totales.

En el sngulente esquema se muestran de forma general las cuatro etapas que conforman la parte

expenmental de este proyecto.
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CAPITULO ISI-DESARROLLO EXPERIMENTAL

ESQUEMA_ GENERAL

>REWZ R

>

>U>Hm pUZcomn

Orujo de uva
(Semilla y Caéscara) 3 Kg.

Limpieza Manual
del orujo.

Cascara.

Semilla (Molienda)

Extracciéon del aceite

A

(Semillas 1 Kg.)

Semillas (secado)
24 horas a Temp. Amb.

Extraccioén de
Antioxidantes.

A4

1 Kg. con éter de petroéleo.
v
RESIDUO Filtrado. Aceite.

N

Perfil de Acidos grasos.
(Cromatografia de

gases).

I

Etanol-agua (80:20)
333.33 g de semilla.

Metanol-agua (80:20)

Acetona-agua (80:20)

333.33 g de semilla.

333.33 g de semilla.

L

|

Concentracion de los extractos por separado
(Rotavapor BUCHI) 60 °C y Liofilizacién.

v

Extractos Crudos

Etandlico, metandlico, acetdnico.
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AT ORMm3

Extractos Crudos Extractos Crudos
Etanolico, metandlico, aceténico. Etanélico, metandlico, acetdnico.
(semilla de uva) (Extracto comercial, Biovital)

E
T Evaluacidn Evaluacién
A Cualitativa Cuantitativa
P
A

v r v v , v
Blanqueo con p-caroteno Radical DPPH Vainillina en Blanqueo con Fenoles totales Radical-DPPH
Actividad antioxidante Actividad secuestrante H,S0, p-caroteno 470nm (DAVIS) 420 nm 517nm
C
§)
A
R 4
T Eleccidn del extracto con mejor
A comportamiento en las tres

pruebas

E - . ”
T Evaluacion 4 Evaluacién
A Cualitativa ¢ Extraccion selectiva del extracto p| Cuantitativa
P Etanolico
A ( fracciones enriquecidas)

NOTA: Al extracto comercial (Biovital salud natural) no se realiz6 la prueba de fenoles totales.
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—————

Siguiendo la metodologia y el esquema general citado para la obtencidén del aceite y antioxidantes

provenientes del orujo de semilla de uva se llegaron a los siguientes resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Primera Etapa.

Para poder llevar a cabo la primera etapa se fea]izé una separacion manual del orujo para tener solamente
la semilla del orujo de uva (Va»r_iredtic'l"B;fbjéi;:dr):que presentaba una humedad de 9.7 %. Esta semilla se

molié y se "extr'ajvo el aceite por mac 6n c'c;r:ll'éter de petréleo obteniéndose 160 m!i de aceite de 1Kg de

sem}]ia a partir.de 3 'Kg'de orujo (céscara:y semilla), teniendo una relacién del 16 % de aceite extraido de

y'ya“ que se partié de una cantidad de muestra relativamente

peq(;éﬁa pe ustrial:la g:antid‘éd es 1000 o 10 000 veces mayor, por lo tanto se puede

in‘iplerﬁenta a nivel'planta piloto este proceso. Con el fin de saber el contenido de dcidos grasos presentes

PERFIL DE ACIDOS GRASOS DEL ACEITE.

Para conocer el perfil de dcidos grasos contenidos en el aceite de la semilla se inyecto la muestra por
triplicado en el cromatégrafo de gases, obteniendo con esto una media tanto de los tiempos de retencion
como de las areas totales de cada acido graso presente en la muestra. Realizando asi el analisis cualitativo

y cuantitativo. Los resultados que aportaron estos analisis se describen a continuacion.
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Andilisis cualitativo.

En este analisis se obtuvieron tres cromatogramas, de los cuales se eligié el que presenta una mejor

resolucion (figura 1) de los prmmpales amdos grasos contenidos en el aceite de la semilla de uva,

comparandolo con actdos grasos de‘ otros aceltes de ongen vegetal

De acuerdo a lo4st‘dat pre ntan en 1 tabla"6 ]os txempos de retencion relativos de la muestra

(acelte) con re pe \p ‘de retencnén relatwos de los estidndares se encontré que los acidos

grasos en el acelte de semllla de uva son: Palmmco, Esteanco, Oleico, Linoleico y Araquidonico.

Tabla 6. Perfil de acidos grasos presentes en el aceite de la semilla de uva.

Acido graso TIEMPO DE RETENCION TIEMPO DE RETENCION
RELATIVO DE LOS RELATIVO DE LA MUESTRA =
ESTANDARES = Tr/TrEi (E13) Tr/TrEi (E13)

E16 Palmitico 1.2618 1.2614
E18 Estearico 142 1.4201
E18:1 Oleico 1.4308 1.4316
E18:2 Linoleico 1.4845 1.4660
E20 Araquidonico 1.5729 1.5715
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FIGURA 1. CROMATOGRAMA DEL ACEITE DE SEMILLA DE UVA
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————

Sabiendo cuales son los acidos grasos presentes en el aceite se procede a determinar la cantidad de cada
uno de ellos, por medio del analisis cuantitativo.
Analisis cuantitativo.

Consiste en calcular el factor de respuesta (Fr) del estandar de cada acido graso y posteriormente se

calcula la concentraci"n'd Laci ese te en la muestra (acelte) A continuacién en el cuadro 5, se
muestra un e_]emplo de lo'antes mencionado para asf obtener una medla de el % de esteres metilicos de la

muestra,

Fr= A comp (estandar). /A Ei (E13)’
: C.comp (estandar)./ C Ei(E13):"

5i E13) muesa (C Eil E13) mucsi

Cuadro 5. Ejemplo de la cuantlf'caclon de un écndo gr eii\t"e’én' el aceite de semilla de uva.

El16 Fr=_85954/ 127827 06724 14604 CE16 ‘51015/12]111 x 0.046 =0.0132 mg/ ml
002118/0046 04604 . 1 1.4604

6 63/

e pALMlTICb:;

En la tabId}?, ' ’ fesultadés obtenidos del perfil de acidos grasos presentes en el aceite de

semilla de g\}

Tabla 7. Porcentajes de los acidos grasos encontrados en el aceite.

Acido graso %
Linoleico 70.34
Oleico - 14.05:;
Palmitico 6.63
Estearico 3.82
Araquidonico 0.72
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En el perfil de acidos grasos obtenido del aceite de semilla se encontré que es un aceite rico en dcidos
grasos insaturados ( linoleico 70.34 %, oleico 14.05 %), con respecto a aceites vegetales comestibles

como es el caso del aceite de semllla de girasol ( linoleico 65 %, olelco 22 %), y maiz ( linoleico 57 %,

Olelco 24 % ), ‘ademas en' a 1ab1a 8 - se observa, que el perfil de este acelte (semilla de orujo de uva
,varledad Bafbera)' 1 . 'vbtemdo de una semilla sin procesar (vanedad Sweet emperador), con
esto se puede decis tz'lv én nada el proceso que se le da a la uva ( vinificacion), por lo que es
mejdi’ obteher ‘el‘ ac Vé; ‘Arérsli'\d“uo industrial, porque el fruto es aprovechado en su totalidad, minimizando
costos y redﬁéiéﬁdo’ teAn,’gryakn‘ p’arte la contaminacién ambiental, ademas de que se puede utilizar el aceite
para pruebas ‘_de_,“iéc:tiividéd antioxidante, como aceite vegetal comestible (requiere de un proceso de

refinacién) o bien para aumentar el contenido de dcido linoleico mediante aductos de urea y asi obtener un

aceite mzis ehi’iqﬁecndo con este icido graso (incrementandose un 40-50 % de su contenido inicial), ya que

se sabe que el acldo lmolexco es vital para un normal crecimiento y salud, ya que el cuerpo no lo puede

smtet:zar de ahl que debe ser aportado por la dieta.

Tabla 8. Comparaci6n del perfil de dcidos grasos del aceite de semilla de uva variedad Barbera y Sweet

Emperador.

Acido graso Semilla de orujo de Qva (variedad Barbera) Semllla de uva sin procesar (varledad

" Sweet Emperador)
Palmitico .

Estearico

Oleico

Linoleico

Total saturados L < : ‘ 11,17

Total insaturados o S 84.39
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Segunda Etapa.

La segunda etapa de este estudio consistid en extraer los antioxidantes presentes en la semilla del orujo de
uva (variedad Barbera) hasta agotamiento, para lo cual se dividi6é la semilla (I Kg.) en tres lotes de

333.33 g cada uno, utiliz ando tres diferentes disol

ventes uno por cada lote (acetona, etanol y metanol en

proporcxones 80'20 e bﬁestd que los reportes de estudios similares

aeste han mdlcado que se obtienen mayores rendlmlentos asi como compuestos activos (flavonoides).

Como ljesultado de las extracciones de cada lote de semilla de uva. se tienen las siguientes cantidades.

Lote 1 Acetona-agua: 1.8558 g de extracto crudo/ 100 g de semilla.
Lote 2 Etanol-agua: 1. 6195 g dec extracto crudo/ 100 g de semilla.
Lote 3 Mectanol-agua: 1.5805 g de extracto crudo / 100 g de semilla.

Tercera Etapa.

Esta etapa consistio en la realizacidn de las pruebas cualitativas, esto con el fin de identificar los diferentes
componentes presentes en los tres extractos, para lo cual se buscé el eluyente y la placa ideal basindonos

en las referenclas bnbhograf cas sobre estudios reallzados a ﬂavonondes en las cuales se emplearon

o qfqrmo-metanol (9:1, 1:1, 6:4,8:2, 2: 8 4 6 1 9), acetato de etilo-metanol-acetona-
lo férmo-écido acético-agua (4:5:1, 5:45:0.5, 35:55:1) en placas de gel de silice,
eiseleccioné el sistema de elusion es cloroformo-acido acético-agua (4:5:1) en placas de

gel de snllce ; Po o cual-se procedlo a evaluar cualitativamente la actividad de los tres extractos crudos,

asi como del producto comermal de semilla de uva (Biovital salud natural) mediante el uso de tres

dlferentes reveladores, presentdndose el siguiente comportamiento frente a cada uno de ellos (cuadro 6 y

7).
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Placas de gel de silice

Eluyente Cloroformo-AAcético-Agua (4:5:1)
Muestras:

Q (quercetina)

C (catequina)

A (Extracto Acetona-agua)

M (Extracto Metanol-agua)

E (Extracto Etanol-agua)

Cuadro 6. Comportamiento de los extractos crudos de la semilla de uva (variedad Barbera) y dos

estandares de referencia.

( Plac A)

(PlacaB) (PlacaC)

s R R L@ETRA MR —o—c—Hk—ME-
Revelador radical-DPPH Revelador B-Caroteno Revelador Vainillina
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Placas de gel de silice

Eluyente Cloroformo-AAcético-Agua (4:5:1)
Muestras:

Ac (Extracto comercial Acetona-agua)

Me (Extracto comercial Metanol-agua)

Ec (Extracto comercial Etanol-agua).

Cuadre 7. Comportamiento del extracto comercial de semilla de uva (Biovital).

( Placa AA) ( Placa BB ) ( Placa CC)

A E J - Ac l\fé’ ]ﬁg? ~Ac"Mc-Et—
Revelador radical-DPPH Revelador B-Caroteno Revelador Vainillina

En las cromatoplacas del cuadro 6 (placas A, B y C) se muestran los tres extractos crudos obtenidos de la
semilla de uva con dos estandares de antioxidantes naturales, esto con la finalidad de comparar si alguno
de los compuestos que estan en los extractos emigran a la misma distancia que las referencias. Por otro
lado, en el cuadro 7 (placas AA, BB y CC) se presentan las placas donde se encuentran los extractos
comerciales de la semilla de uva (BIOVITAL), esto con el fin de observar si presentan actividad

secuestrante y antioxidante.
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En las placas A y AA reveladas con radical-DPPH se observa una coloracion amarilla en fondo parpura

indicando asi que todos los extractos y estandares presentan actividad secuestrante; es decir que estos

tienen la capacidad de reducir al radical-DPPH.

debido a que no hay una separacién adecuada, puesto que la complejidad de la muestra

‘al hacer contacto el acido con los componentes de la

Por tltimo’en la matoplaca; (A, B, C) reveladas tanto con radical-DPPH, blanqueo con

B-caroteno y.vainillina:se observan ‘que_uno de los componentes de los tres extractos se encuentran a la

misma- distanciaque el estdndar Catequina-lo que aparentemente hace suponer que este compuesto pueda
estar'en',',losvextractOs crudos de la semilla del orujo de uva, lo cual concuerda con investigaciones
anteriores que empleando técnicas como HPLC se ha encontrado que dentro de los compuestos mas

abundantes en la semilla de uva se encuentra la (+)-Catequina ©% %79,
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El siguiente paso de esta ctapa fue realizar las pruebas cuantitativas para determinar y comparar cual de
los tres extractos presenta mayor actividad secuestrante y antioxidante, en comparacion con estindares

existentes en el mercado y con un producto comercial (suplemento alimenticio) de extracto de semilla de

uva sin procesar (Biovital.Salud natural), donde se llegaron a los siguientes resultados.

ACTIV[DAD SECUESTRANTE (radlcal DPPH)

DPPH “con DMSO En el grafica 1, se muestran los resultados de la actividad secuestrante

conradical DPPH.
% de Actividad Secuestrante con radical-DPPH
(estandares y extractos)
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Grafica 1. Porcentajes de Actividad Secuestrante con radical-DPPH (extractos crudos de semilla d

uva, extracto comercial de semilla de uva y estandares comerciales).

76




g UNAM-FACULTAD DE QUiMICA CAPITULO IV-RESULTADOS

En la grafica 1, se observa que el extracto de etanol-agua de la semilla de uva (¥=57.84 % = SD 0.7643 )

presenté una mayor actividad secuestrante con respecto al Acido Ferilico (¥=40.98 % = SD 1.7661),

BHA (x—36 92 % + SD 0 061 8) TBHQ (x—33 83 % +=SD O 8747), Quercetma (x—24 64 % = SD 0.6156),

Sinfgni:ﬁargo; la actividad del extracto etanolico no fue mayor a la del dcido ascérbico (¥=81.94 %, SD

0.45895 es e‘r’f a que la vitamina C es mas eficiente para atrapar al radical-DPPH,

estabilizandolo mas rapidamente, repercutiendo en una alta actividad secuestrante.

'ACTtVIpAD,’ANTIéSXIDANTE ( blanqueo con B-caroteno).

En lo que :l;espécéé ala prueba de actividad antioxidante, determinada con blanqueo con (3-caroteno a 470
nvm’,‘ de »jyigua] forma que la técnica anterior, las muestras (extractos crudos, extractos comerciales y del
o pbo&ucto comercial biovital ) se estandarizaron a una concentracion de 200 ppm (0.2 mg/ml) en metanol
bpara que de esta forma la prueba sea reproducible y obtener una media de los datos con la siguiente
. formula: velocidad de degradacioén de la muestra = Ln (a/b)/ t , donde Ln = log natural, a= absorbancia
inicial, b = absorbancia final y t= tiempo (min). Donde finalmente la actividad antioxidante = [ (velocidad
de degradacién del control — velocidad -de degradacién de la muestra) / velocidad de degradacion del

control ] x 100. En la grdfica 2 se presentan los resultados obtenidos en esta prueba.
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% de Act. Antioxidante con B-caroteno
(estandares, extractos y muestra comercial)
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Grafica 2. Porcentajes de actividad antioxidante con [B-caroteno (extractos crudos de semilla de uva

extracto comercial de semilla de uva y estandares comerciales).

La grafica 2 muestra una comparacic’m de la actividad antioxidante con [3-caroteno de los extractos

acetona-agua, etanol-agua y metanol agua frente a antlox1dantes exlstentes en el mercado, asi como el

I. 0405)
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——

Para explicar el comportamiento elevado de actividad secuestrante (¥=57.84 % = SD 0.7643) y
antioxidante (¥=91.73 ,% + SD 0.1484) que present6 el extracto etandlico de semilla de uva, comparado

con el resto de los demas extractos, asi i como los antloxndantes comerclales, es posible que se deba a la

cantldad;de ompuestos’ que,lo mtegran (pohmeros, ohgomeros y monomeros) los cuales actian de

os; grupos hldl'OXllOS

OH) ‘Jquea contlenen, estabilizando los

di al-DPPH) y Ios formados (ox1dac|on del B—caroteno) evitando asi que siga

oxldandose y por consx gunente decolorandose

Estos mismos compuestos (oligdémeros, momémeros y polimeros) pueden estar presentes en los otros

extractos pero en menor proporcién de grupos —OH, esto se refleja en una menor actividad.

Dados los resultados que aportaron estas dos pruebas (radical-DPPH y B-caroteno) el extracto que
kpresenta relatxvamente mayor actividad en ambas pruebas es el de etanol-agua, por lo que se aplicé una

prueba adncnonal (fenoles totales) para correlacionar de manera global estas pruebas y asi determinar si

al cual se le realizara una extraccién selectiva, es decir, se fraccionara

FENOLES (Método de Davis)

Para esta pru se. realnzé una curva patrén (grdfica 3) obtenida con el estindar Catequina a diferentes

concentraclones (20 40, 60, 80, 100, 200 y 300 ppm) y que se empleo para poder cuantificar la cantidad

de fenoles totales de Catequina, presentes en cada extracto crudo a una concentracién de 200 ppm (20
mg/ml). De manera general esta prueba consiste en cuantificar los grupos  hidroxilos (-OH) presentes en
el extracto, mediante la ruptura del anillo aromatico (solucién de NaOH y Dietilenglicol) y asi poder

formar un grupo croméforo de color amarillo que es registrado a 420 nm.
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Curva Patrén del estandar Catequina
{Método de Davis) Fenoles Totales

0.04
0.035
0.03
0.025
0.02
0.015
0.01
0.005 .

Absorbanci

0 50 100 150 200 250 300 350

Concentracién (ppm)

Grifica 3. Curva patrén de Catequina para la prueba de Fenoles Totales.

Cuadro 8. Cantidad de Fenoles Totales de Catequina presentes en los extractos crudos de semilla de uva.

IMuestra (200 ppm) ppm catequina
lacetona-Crudo 33.33
letanol-Crudo 168
imetanol-Crudo 65.45

Los resultados que aporta esta prueba de fenoles Totales (cuadro 8) muestran que una vez mas el extracto
: etanollco presento mayor contemdo de grupos hldroxﬂos (—OH) de Catequma en comparaclon con Ios

otros dos extractos (acetona—agua y metanol agua)

Las tres pruebas cuantltatlvas reallzadas a Ios extractos crudos de Ia semll]a del-orujo de uva (radical-

ejores o iguales que los antioxidantes ya
existentes en el mercado.
De esta forma el extracto crudo como tal puede ser empleado en la industria o bien este puede ser

fraccionado para obtener mondmeros'y asi poder ser utilizados como estandares en forma individual.
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————

Cuarta Etapa.

Esta etapa se realizo una extraccion selectiva ( enriquecimiento de mondmeros, oligémeros y polimeros)

al extracto etanolico, con el f'n de obtener dlferentes fraccxones enriquecidas y asi disminuir el grado de

Astringencia, ya que estudnos reahzados ntenormente han mostrado que las semlllas contienen

procianidinas_del_tipo.B1-B4:quele: onf’ eren esta caracterlstlca Para lograr Io antenor: del extracto

etanolico (3:33 g)

tuvo:la: racclén pohmenca con acetato de etilo, de este ﬁ'acclén se hacen

Fraccién monomerica (Iunidad ): 39.3 mg (1.18 % ).

Posteriormenté a‘estas fracciones se les realizaron las pruebas cualitativas con radical DPPH , B-caroteno
y vamlllma ( Cuadro 9) para verificar si se llevo a cabo una adecuada separaclon de los componentes del

extracto crudo y asx tamblen observar si estas presentan actividad secuestrante y antioxidante.
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Evaluacién Cualitativa

Placas de gel de silice

Eluyente Cloroformo-AAcético-Agua (4:5:1)
Muestras:

C (Extracto Crudo Etanol-Agua)

P (Extracto Polimérico)

O (oligdbmero del extracto de Etanol-Agua)
M (Monodmero del extracto de Etanol-Agua)

Cuadro 9. Comportamiento de las fracciones enriquecidas obtenidas de la extraccién selectiva.

(Placa D) (Placa E) (Placa F)

i Zaiscioiet M S—

P

) TV o s
Revelador radical-DPPH Revelador fB-caroteno Revelador Vainillina

En estas cromatoplacas se muestran las fracciones obtenidas del enriquecimiento.

Placa D revelado con radical-DPPH se observa una coloracién amarilla en fondo parpura indicando asi
que las fracciones presentan actividad sccuestrante; es decir que estos tienen la capacidad de reducir al
radical-DPPH.

Placa E el revelador usado es blanqueo con B-caroteno en la cual se observan unas manchas cafés en

fondo blanco, debido a que la placa se exponen a luz U.V durante 1 hora produciéndose de esta forma la
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oxidacion del B-caroteno, dando lugar a la formacién de radicales libres indicando asi que las fracciones

actilan previniendo esta oxidacion poniendo de manifiesto la actividad antioxidante.

Figura F el revelador usado es vainillina en H,SO4 en la placa se observa un barrido del extracto crudo y
la fraccion polimérica, pero no asi en el caso del oligdbmero y monémero puesto que estas fracciones son
mads definidas, esto es que solamente se observa una mancha con una adecuada resolucion.

En general en las tres cromatoplacas reveladas tanto con radical-DPPH, blanqueo con PB-caroteno y
vainillina se observan que la fraccion monomérica es la que presenta una mejor resolucion en
comparacion con las otras muestras (extracto crudo, polimero y oligémero).

Asi mismo se realizaron dos placas (Cuadro 10) en donde se colocaron dos estandares naturales con la
fraccidbn monomérica, con la finalidad de observar si en esta fraccion se encuentra alguno de estos

antioxidantes, ya que anteriormente en los extractos crudos aparentemente tenia un comportamiento

similar a la catequina.

Placas de silica

Eluyente Cloroformo-A Acético-Agua (4-5-1)
Muestras:

Q (quercetina)

C (catequina)

M (Mondmero del extracto de Etanol-Agua)

Cuadro 10. Comportamiento de la fraccion monomérica con los estandares Quercetina y Catequina

( Placa G) (Placa H)

QM

Revelador radical-DPPH Revelador p-caroteno
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Obteniendo como resultado que tanto en la placa revelada con radical-DPPH y blanqueo con f3-caroteno
(Placas G y H), las manchas de la fraccién monomérica se encuentra a la misma distancia que el estandar

Cathuma ademas de que todas las fraccmnes presentan actividad secuestrante y ant10x1dante

Por ultlmo a esta fraccwnes (pohmencas y monomerlca) se les determmo cuantxtatlvamente la actividad

,,ant10x1dante secuestrante, mo.de fenoles ;totales en comparacion con el extractocrudoj- obtemdo

H Aj= absorbancxa del mismo extracto mezclado con DMSO y Ac = Absorbancia

de 1a solt ClQﬁ;]jPPH con DMSO. En la grafica 4 se muestran los resultados de la actividad secuestrante

‘con i'adical‘-‘-DPP_‘H.

% de Actividad Secuestrante con radical-DPPH
(enriquecimiento del Ext. EtOH-Agua)
, .’L:J‘j Yo oy -
E]
£ 3
8 8
[*]
Q
w
-3
[*]
<
=
0
Ext. Crudo Potlimero Monomero

Grifica 4. Porcentajes de actividad secuestrante con radical-DPPH del extracto crudo etandlico y dos

fracciones obtenidas de la extraccion selectiva.
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En la grafica 4 se observa el % de actividad secuestrante que presentaron las fracciones obtenidas de la
extraccion selectiva, comparadas con el extracto crudo de la semilla de uva del cual se partié (etanol-

agua), los resultados obtemdos para esta prueba fueron que al fracclonar al extracto crudo en moléculas

mas pequenas (pollmero %= 56'59% :l: SD 10 y monomeros x-—27 06% £ SD 10) su actividad

secuestr,aqte;d!,snl ye:.en esto es debldo a que el extracto como tal sin'ninglin

tratamiento de raccionamiento este tiene tanto p_ohmeros, oligémeros y mondmeros en mezcla, por lo

cual la actividad se ve favorecida, pero sin en cambio al tener por separado estos compuestos sus grupos

hidroxilos (-OH) disminuyen en cada fraccién y como consecuencia su actividad disminuye.

‘Actividad antioxidante ( blanqueco con 3-caroteno).

Con lo que se refiere a la prueba de actividad antioxidante determinada con blanqueo con B-caroteno a
470 nm, de igual forma que la técnica anterior, las muestras (extractos crudos, extractos comerciales y del
producto comercial biovital ) se estandarizaron a una concentracién de 200 ppm (0.2 mg/ml) en metanol

para que de esta forma la prueba sea reproducnble y poder asi tener una media de los datos con la siguiente

formula v loc d la muestra = Ln (a/b)/ t , donde Ln = log natural, a= absorbancia

i ) Donde finalmente la Actividad antioxidante = [ (velocidad

'Yél@bidad'dé ‘dégradacién de la muestra) / velocidad de degradacion del

conirol_] x'100.En la grafica 5 sﬂé presentan los resultados de la actividad antioxidante con B-caroteno.
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% de Actividad Antioxidante con f-caroteno
{enriquecimiento det ext. EtOH-Agua)

70.85

% Act.Antioxidante

Ext. Crudo Palimero monomero

Grafica 5. Porcentajes de actividad antioxidante con blanqueo con 3-caroteno

del extracto crudo etandlico v dos fracciones obtenidas de la extraccidn selectiva.

En la grifica § se observa el % de actividad antioxidante que presentaron las fracciones obtenidas de la

extraccién selectiva, comparadas con:el extracto crudo de la semilla de uva del cual se partié (etanol-

agua), de la misma manera qtjé en el caso{ anterior los resultados obtenidos para esta prueba fueron que al
fraccionar al extracto crudo ‘en moleculas mas pequefias (polimeros X¥=70.85 % * SD 0.9914 y

monémeros X=36.64 % * SD 1. 1557) su act1v1dad antloxldante disminuye gradualmente en diferentes

proporciones (menor cantidad de grupos —OH), esto es lo' que se esperaria ya que diferentes estudios han

demostrado que las mezclas globales de pohmeros ollgomeros y mondémeros, han presentado una mejor

actividad antioxidante en comparacién con monio
FENOLES TOTALES (Método de Davis)‘ S ;
Tomando como referencia a la curva patri";
proporcion de grupos hidroxilo de catequx;ha’ pi‘eséntéé en cada fraccién obtenida de la extraccion

selectiva, de las cuales se obtuvieron los siguientes resultados (Cuadro 11):
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Cuadro 11. Cantidad de Fenoles Totales de Catequina presentes en el extracto crudo etandlico y dos

fracciones obtenidas de la extraccion selectiva.

Muestra ( 200 ppm) | ppm catequina
ctanol-Crudo 168
etanol-Polimero 100
etanol-Monémero 80

La tendencia de estos datos es que de acuerdo al tamafio de la molécula (extracto
crudo>polimeros>monémeros), la cantidad de fenoles totales (cantidad de hidroxilos) de cada fraccién

disminuye gradualmente, y por consecuencia la actividad secuestrante y antioxidante decae.

Con esto se logra demostrar que realmente como lo cita la literatura la fracci6n polimérica es la que
presenta un mejor comportamiento en actividad frente a las demas fracciones obtenidas, pero una de sus

principales limitaciones es que sus propiedades de astringencia son mayores.

Dé'm’a:ng:ra ;.g};nerz(zli las hipétesis':pldnt_e;adas ‘m‘l‘cla'lmen/te son aceptadas ya que queda demostrado que el
" aceite ‘c‘lé;,se'mi"l"lak‘c_le‘ orujo de uva (variedad Barbera) fue similar o mejor en cuanto a su perfil de acidos

. grasos, en comparacién con los reportados en la literatura.

El disolvente (polar) que presenté un mejor comportamiento para extraer los antioxidantes presentes en la
semilla de orujo de dva fue una mezcla de etanol-agua 80:20, ademds de que fue el que presentd una

mayor actividad secuestrante, antioxidante, asi como de fenoles totales.

Por altimo, se:demostré que al aplicar la técnica de extraccién selectiva se obtiene una adecuada

separacion y resol de los componentes que integran a la muestra.
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La finalidad de este trabajo fue aprovechar, caracterizar y cuantificar una materia prima considerada aqui
en México un residuo industrial, con el propésito de desarrollar dos productos de origen natural como es
el aceite y antioxidantes de la semilla del orujo de uva (variedad Barbera). Lo cual los resultados que se

obtuvieron nos llevan a las siguientes conclusiones.

CONCLUSIONES.

La metodologia empleada para la caracterizacién y. cuantificacion del aceite de la semilla de uva
(variedad Barbera) resulto se'r‘§ﬁ¢zi;,‘ rﬁpida y sencilla ( Cromatografia de gases), ademas de que este
aceite puede ser considerado uijr»l’axdpcv:ién mas dentro de los aceites vegetales de uso comestible, puesto que
es rico en acidos graéos ihsatufadbs como es el 4cido linoleico, ya que este previene enfermedades

cardiovasculares.

Debido al resultado que aportaron las pruebas cuantitativas con radical-DPPH y blanqueo con B-caroteno
el extracto que presento mayor actividad en ambas pruebas fue el de etanol-agua, mismo que se comprobd
por el método de fenoles totales, por lo cual se eligid a este extracto como el ideal para la extraccién

selectiva .

Se demostr6 que mediante una. técnica de extraccion selectiva (enriquecimientos de monémeros,

oligémeros y polimeros) se obtiene una adecuada separacién y resolucién de los compuestos presentes en

el extracto,

Mediante las pruebas cualitativas en capa fina con radical-DPPH y B-caroteno realizadas a los monémeros
enriquecidos, asf como al extracto etanol-agua, estas indican que posiblemente el antioxidante presente sea

catequina o epicatequina. |
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Finalmente dada las aportaciones del estudio realizado a la semilla de uva esta puede ser considerada
como una fuente potencial de aceite y,antioxidantes , ademds de que pueden ser una alternativa mas dentro

de los ingredientes o materias prlmas de orlgen natural por lo que hace ver la necesidad de dar una valor

agregado a dicho producto de ongen resndual"que ademas es de bajo costo y que no existiria ninguna

restriccion para su aplicacién en la mdustrla ahmentarna L

RECOMENDACIONES.

Para evitar el deterioro u OX|dac16n del acelte de la semllla de uva, sustituir el uso de antioxidantes

sintéticos por los antnoxnd ntes obtemdos de est 1sma semxlla y asi mismo evaluar la estabilidad y

0

av de‘ ovx’d' t yxl;dad,‘ entre otros).

calidad del aceite (i d"}ed 'pero‘ldos 1odo,

Emplear‘ Una imayor cantidad de materia prima (semilla) y obtener asi un mayor rendimiento en las
fracclones enrlquecldas para que posteriormente estin puedan ser evaluadas cualitativa y
cuantxtatwamente mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) y de esta manera

Verlﬁcar s; realmente nuestro compuesto se trata de catequina.

Aprovechar las dlferentes fracclones (extracto crudo, polimeros, oligémeros y mondémeros) obtenidas para

su apllcaclon en la mdustna de los allmentos o bien para la obtencion de estandar de catequina.
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ANEXO I

Preparacion de soluciones reveladoras.

Solucién de radical-DPPH al 0.2 % en metanol: se pesan 0.2 g de radical-DPPH y se disuelven en

metanol, hasta llegar a un volumen 0 ml en un matraz aforado. ...

Solucién de B-caroteno al V()".'O'S'%;En‘ ona: se p;esan"O’.':OS g de B-caroteno y se disuelve en acetona, hasta

llegar a un volumen de 100 ml en un matraz aforado.

Solucidn de vainillina-acido sulfirrico se disuelven 0.5 g de vainillina en 100 ml de dcido sulfirico-etanol
en una relacién de 40:10.
Preparacién de soluciones para pruebas cuantitativas.

Solucién de radical-DPPH 3x10 M en DMSO: se pesan 1.182 x10 ~ g de radical-DPPH (PM=394.32

g/mol) y se disuelven en 100 ml de DMSO en un matraz aforado.

~ Solucién de B -cargteno: 20 mg de B-caroteno se disuelven en 100 mL de acetona hasta su aforo.

Solucién de dietilenglicol (DEG) al 90% en agua: se miden 9 ml de dietilenglicol en 1ml de agua destilada

y esto se realiza por cada corrida realizada para la prueba de fenoles totales.

Solucién de hidréxido de sodio (NaOH) 4 N: se pesan 16 g de Na OH y se disuelven con 100 ml de agua

destilada.
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