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1 INTRODUCCIÓN 

Los antioxidantes son de suma importancia en los sistemas biológicos, ya que un 

exceso de radicales libres en el proceso de oxidaclÓn puede provocar daños en 

ADN y fosfolípldos principalmente, siendo necesario el equilibrio entre la oxiclación 

y la proteccJón en estos sistemas. 

Del mismo modo los radicales libres pueden dañar componentes susceptibles del 

deterioro oxldativo, tales como lípictos, proteínas y carbohidratos en los alimentos, 

sobre todo durante su almacenamiento, siendo necesaria la adición de 

antioxldantes. 

Los antioxidantes ayudan a retardar el ataque de la oxidación de los lípidos en los 

productos alimenticios, ya que una reaccián en cadena de radicales libres causa 

cambios en las propiedades sensoriales (textura, color, olor y sabor 

principalmente), y perdida de elementos nubidonales importantes constituidos por 

vitaminas y proteínas, por lo que los antioxidantes tienden a convertirse en un 

grupo de aditivos alimenticios Indispensable. 

Existen dos tipos de antioxidantes, los sintéticos como: butilhidroxianisol (BHA), 

butilhidroxitolueno (BHT), terbutilhidroqulnona (TBHQ) y gaiato de propllo (PG), 

pero a estos se les ha asociado con posibles efectos tóxicos y una posible 

Implicación con cáncer, por lo que existe una tendencia por el uso de antioxidantes 

naturales tales como aminoácidos, proteínas, ácidos orgánicos, tocoferoles, 

carotenoides y flavonoldes, los cuales se han aislado de vegetales y frutas. 



Dentro de las frutas que contienen a los flavonoides como un componente 

importante, esta la manzana que es uno de los frutos más antiguos del mundo y 

que gracias a su enorme adaptabilidad, logró dispersarse a diversas regiones, de 

tal forma que hoy está, entre los frutos más comercializados (Schalkwijk, 1995). 

La manzana como fruto ha sido ampliamente estudiada, conslderacla como una 

fuente importante de fibra, pectinas, colorantes y antioxidantes (debido a su 

contenido de flavonoides y a su gran disponibilidad), entre otros. Sin embargo, los 

residuos industriales de manzana no han sido aprovechados potencialmente y las 

cantidades de este residuo son dignas de considerarse, por ejemplo los residuos 

que se generan después de la elaboración de jugo o sidra, ya que los métodos 

tradicionales de procesamiento involucran prensado y molido de la fruta o de la 

pulpa, quedando el bagazo de manzana, el cual se usa principalmente como 

forraje. 

En los países en desanollo es de gran Importancia obtener beneficios de los 

subproductos o residuos que generan las industrias alimentarias, los cuales pueden 

llegar a ser un verdadero problema causando contamlnaciOnes (contenedores 

expuestos al aire libre), costos de transporte y dañando los ecosistemas (en zonas 

de descarga). En cambio, si estos residuos se aprovechan para la obtención de 

antioxidantes, se les puede proporcionar un valor agregado. 

El presente trabajo pretende contribuir a difundir la importancia de fortalecer y 

mantener una visión de aprovechamiento Integral de los recursos renovables, 

principalmente de aquellos que estan relacionados con la producción primaria y el 
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procesamiento de alimentos. Asl como las propiedades y alternativas de uso de los 

residuos o subproductos de la agroindusbia, sobre tocio aquella que procesa la 

manzana para la elaboración de sidra y jugos, proponiendo el aprovechamiento del 

bagazo como una fuente Importante de antloxk:lantes naturales (los cuales se 

encuentran como flavonoides glicosilados), siendo necesario el uso de métodos 

químicos, enzimáticos y cromatográficos para llevar a cabo la separación, 

purlficaclÓn e identificación, encontrando las condiciones apropiadas para su 

obtención. 



2 ANTECEDENTES 

2.1 Efectos biológicos causados por radicales libres 

Los radicales libres en los sistemas biológicos son generados a través del 

metabolismo genoblótico por drogas o químicos, irradiación, luz, metales de 

transición, oxidaciones catalizadas por minerales como hierro y cobre. Pueden 

provocar perturbaciones metabólicas y dañar la estructura de las membranas, 

generando modific:adones químicas Indeseables que dañan macromoléculas 

orgánicas como: proteínas, carbohidratos, lípldos y ácidos nucléicos. Entre los 

efectos más graves esta el daño en ADN y fOsfolípldos. 

La presencia de radicales libres generados en el sistema y en la proximldacl del 

ADN producirá un daño extenso a su estructura, el cual puede provocar cánceres y 

otras enfermedad<!S como arteriosclerosis, malaria y artritis reumatoídea. 

El transporte de productos oxidantes en la incorporación de las membranas 

celulares, induce cambios en la estructura y dañan la función de enzimas 

fosfolíplclicas dependientes. Las alteraciones en la rnembrana dan como resultado 

un aumento en la permeabilidad, causando desequilibrio en el transporte de sodio, 

potasio, calcio, magnesio y otros Iones en los sistemas biológicos • 

.. 



Los radicales libres también pueden ocasionar daños en los alimentos, los cuales 

tienen como principales componentes proteínas, lípiclos v carbohidratos que están 

sujetos a cambios, sobre todo los lípidos (comunmente llamados grasas), que son 

susceptibles del deterioro oxldatlvo. 

2.2 Ef"ec:tos causados por radicales libres en sistenms allnM!llticlos 

Los radicales libres son los causantes de la oxidación de los lípldos en los sistemas 

alimenticios, lo que representa de gran interés económico para la Industria 

alimentaria, va que este deterioro da lugar a la aparición de sabores v olores 

desagradables, llamados en general enranciamlento en los aceites comestibles v 

en los alimentos con un alto contenido de grasas. 

La oxidación generada por radicales tiene la característica de ser una reacción en 

cadena que consta básicamente de tres etapas: inlcladón, propagación v 

terminación. 

Iniciación: La etapa de iniciación tiene lugar por formación de radicales libres 

mediante factores que funcionan como catalizadores: trazas de metales (cobre v 
hierro), exposición a la luz y temperatura. Una vez que se forma un número 

suficiente de radicales libres v la reacción en cadena aumenta, se produce la 

adición de oxígeno, dando lugar a la producción de radicales peróxidos ROO·. 

s 



En este peciodo la oxidación toma lugar muy lentamente, y los productos 

secundarios se acumulan en una concentración que no puede ser detectada 

organolépticamente. 

Energía 
Iniciador radicales libres (R·, ROO·) 

Propagación: Esta etapa toma lugar una vez que se forman, un número suficiente 

de radicales libres (R·), la reacción en cadena se propaga al captar átomos ele 

hidrógeno en las posiciones a de los dobles enlaces (R·), produciéndose 

posteriormente la adición ele oxígeno para generar radicales peróxidos ROO·, que a 

su vez captan hidrógeno ele los grupos a-metilénicos RH ele otras moléculas, para 

dar hldroperóxldos ROOH y grupos R·; estos a su vez reaa:Jonan con el oxígeno 

repitiéndose la secuencia de reaa:ión (Fennema, 1992). 

R· + 02 ROO· 

ROO· + RH ROOH + R· 

De forma paralela se lleva a cabo la descomposición de hldroperóxldos dando 

como resultado la formación de aldehídos, cetonas, alcoholes e hidrocarburos que 

Imparten sabores y olores Indeseables en los alimentos (Varela, 1988). 
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Terminación: En esta última etapa, se forman compuestos estables al reaccionar 

los radicales hldroperóxido entre sí y con otros radicales libres por medio de 

reacciones de condensación. La reacción termina cuando ya no hay radicales 

libres activos presentes que puedan reaccionar con otros compuestos lnsaturados 

(Fennema, 1992). 

R· + R· 

R• + ROO· 

ROO·+ ROO· 

Productos no radicales 

2.3 Control de los efectDs causados por radlcmles libres 

en Sistemas Biológicos. 

El exceso de radicales libres reactivos formados durante el metabolismo celular son 

capaces de inducir una gama amplia de reacciones severas y perjudiciales, para 

evitar tal efecto los sistemas biológicos han desarrollado mecanismos naturales de 

protección, manteniendo el equilibrio fisiológico por vía enzimática (catalasa, 

superóxidodis;;iutasa, glutatión peroxidasa, glutation reductasa y glutation-5-

transferasa), pero si estos son superados por la formación de radicales libres, se 

hace necesario el uso de dietas ricas en antioxidantes, tales como a-tocoferol, p­

caroteno, ácido ascórbk:o, vitamina E, flavonoldes, ácido úrico y aminoácidos como 
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metlonina, histidina y triptofano. los cuales protegen al sistema biológico del daño 

provocado por los radicales libres (Moure et al, 2001). los antioxidantes deben 

tener varias características importantes para ser eficaces contra las perturbaciones 

celulares provocadas por los radicales. 

Deben llegar al sitio correcto dentro de la célula del tejido en una concentración 

suficiente para permitir la competencia eficaz con las blomoléculas vecinas, y 

actuar recíprocamente con las especies perjudiciales del radical libre, actuar lo 

suficientemente rápido con las especies tóxicas, asegurar la competencia exitosa 

con los sitios biológicamente sensibles en la vecindad inmeclial:3 de producción de 

radicales libres, y tener propiedades biológicas aceptables, es decir, su toxk:ldacl 

inherente debe ser baja. 

2.4 Control de los ef'ectas causados por radicales libres 

en sistemas alimenticios. 

Puesto que la descomposición por oxidación tiene gran importancia tanto desde el 

punto de vista de la aceptabilidad (propiedades sensoriales tales como textura, 

color, olor y sabor principalmente) como de la calidad nutritiva (pérdida de 

vitaminas y daño a proteínas) en los productos alimenticios, es necesario controlar 

la formación de radicales libres en los alimentos con alto contenido de grasas. 

La autooxidación de los lípidos insaturaclos puede evitarse mediante: 

Exclusión de oxígeno: mediante envasado o adición de glucosaoxidasa. 
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Envasado en atmósferas Inertes. 

Incorporación de agentes complejantes. 

Almacenamiento a bajas temperaturas en oscuridad: la velocidad de 

autooxldación desciende en aceites y grasas, pero sobre tocio en frutas y 

verduras que contienen la enzima lipooxlgenasa, pero la alteración sólo se 

puede evitar si la enzima se Inactiva previamente por escaldado. 

Adición de antioxidantes: Una de las maneras más sencillas para inhibir las 

reacciones de oxidación en los sistemas alimenticios, es la adición de 

compuestos antioxidantes, estos también se pueden emplear en conjunto con 

otros aditivos que impidan que el oxígeno reaccione con los lípidos lnsaturados 

y así retardar la oxidación (Belitz y Grosch, 1992). 

Los antioxidantes pueden añadirse directamente a los aceites vegetales o pueden 

fundirse con las grasas animales. Sin embargo en algunos casos se consiguen 

mejores resultados añadiendo el antioxidante en mezclas de monoacilglicerol-agua 

o en disolventes volátiles. También pueden añadirse en productos alimenticios 

pulverizados o sumergiendolos en soluciones o suspensiones de antioxidantes, otra 

forma de proteger a los alimentos es empaquetar1os con películas que contengan 

a estos compuestos inhibidores. Pero finalmente la estabilidad dependerá de la 

eficacia de los antioxidantes empleados en los sistemas alimenticios (Fennema, 

1992). 
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2.5 Antioxidantes 

En un principio, la palabra antioxidante, describía a todos aquellos agentes 

químicos que inhibían el ataque del oxígeno. Más recientemente, el término 

antioxidante alimentario se ha aplicado a aquellos compuestos que lnte1TUmpen la 

reacx:lón en cadena de los radicales libres formados en la oxidación de los lípldos. 

La FDA (Foocl and Drug Admlnistration) define a los antioxidantes como aquellas 

sustancias que son usadas para conservar los alimentos retardando el deterioro, 

rancidez o decoloración debida a la oxidación. 

En México, la definición de antioxidante está dada por el Diario Oficial de la 

Federación, que en su publicación del 18 de Enero de 1988 título 9 artículo 672 

define antioxidante como aquella sustancia ó sustancias destinadas a retardar o 

Impedir la oxidación y enranciamiento de los alimentos. 

La importancia de conservar los alimentos con alto contenido de ácidos grasos, es 

el motivo por el cual, los antioxidantes se han convertido en un grupo de aditivos 

indispensable, debido a sus propiedades de reforzar la vida de anaquel de los 

sistemas alimenticios, conservando sus propiedades senSOriales y cualidades 

nutritivas (Madhavl, 1996). 
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A menudo los antioxidantes muestran diferente grado de eficacia en la protección 

de un alimento, siendo las combinaciones entre ellos las que suelen proporcionar 

una protecclÓn más cnmpleta, pero la adición de estos es efectiva solo si se agrega 

antes de que la oxidación se presente, y pueda realizar su mecanismo de acción 

adecuadamente. 

2.6 Mecanismo de acción de los antioxidantes 

Como se mencionó en la sección 2.4 (control de los efectos en los sistemas 

alimenticios), los antioxidantes retardan las reacciones de oxidación cuando 

Inhiben o lntenumpen la formación y propagación de radicales libres en la etapa 

de Iniciación, ya que tienen uno o más grupos hidroxilo, los cuales actuan cnmo 

donadores de hidrógeno o como aceptores de radicales libres (figura 2.1). 

OH sY--__ ROO_· __ ROOH + 

OCH, 

Figura 2.1 Ilustra la reacciÓrl típica de un antioxidante, 

su mecanismo de acción. 
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Bolland y Have postulan que los antioxidantes Inhiben la reacción en cadena 

actuando como donadores de hidrógeno o como aceptares de radicales libres. 

RO,·+ AH - ROOH+A· 

Donde el aceptar de radicales libres AH, reacciona sobre todo con el radical 

peróxido RO,· y no con los radicales libres R· • Y que dos de las cadenas de 

oxidación son tennlnadas por un lnhlbidor molecular, transcul'Tienclo la reacdán en 

dos etapas. 

RO,· + AH2 - ROOH + AH· 

AH· + AH· - A + AH2 

El radical antioxidante formado AH· no es capaz de empezar una nueva reac:clón 

en cadena, ya que presenta Impedimento estérico del grupo radical libre, el cual 

puede ser lnactivado por reacciones de dlmerizaclón. 

Los antioxidantes siguen una reacción típica como mecanismo de acción, pero a 

causa de las diferencias existentes en su estructura molecular, los distintos 

antioxidantes manlf"iestan diferencias sustanciales en su eficiencia cuando se 

utilizan con distintos tipos de aceites, o alimentos que contienen grasas, o en 

diferentes condiciones de procesado y manipulación. Por lo que en la elección 

adecuada del antioxidante también es Importante determinar su actividad. 

12 



2.7 Actividad antioxidante 

La actividad antioxidante es una forma de determinar si el compuesto es útil para 

ser aplicado a un determinado alimento. La efectividad va relacionada con el tipo 

de sustrato en que se aplica, el tlJX> de proceso al cual es sometido el alimento y 

la estabilidad del antioxidante utlllzar.:lo. También es posible determinar la actividad 

del compuesto en extractos obtenidos de vegetales y frutos. 

El potencial de sustancias individuales o extractos puede ser analizado por varios 

métodos cromatográficos y analíticos tales como: el uso de qulmiluminlcencia (QL), 

o una reacción con especies radicales estables como 2,2-dlfunil-1-plcrllhidrazil 

(DPPH) o el ácido 2,2-azilnobls-(3-etil-benzoil-6-sulfónico) (ABTS), y blanqueo con 

p-caroteno, que son de los más utilizados (Bandonlene y Murtcovlc, 2002). La 

utilidad de estos ensayos se debe a que son rápidos, reproducibles, de faa1 

aplicación, requieren pequeñas cantidades de muestra, son compuestos 

cromóforos que pueden ser analizados espectrofotométricamente y por ser 

reactivos con los que se pueden realizar pruebas cualitativas en CCF. 

Radical-DPPH.- La utilizaeión del radical-DPPH (2,2-clifenil-1-pricrilhidrazil) es 

aceptada para evaluar la actividad de cualquier compuesto, mediante el secuestro 

de radicales libres. El radical-DPPH en su forma oxidada es de color púrpura, 

cuando éste es reducido por un compuesto (oxígeno o antioxidante) con actividad 

secuestrante de radicales, toma una coloración amarilla. 
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Mediante el ensayo cualitativo realizado en cromatografía en capa fina, una 

disolución de radical-DPPH en metanol es asperjada sobre una muestra que 

contiene compuestos con actividad secuestrante los cuales reducen al radical, 

observándose manchas amarillas en contra de un tondo púrpura (cavin et al, 

1998). 

El análisis cuantitativo consiste en hacer reaccionar una muestra que contiene 

compuestos con capacidad secuestrante, en una disolución de radical-DPPH en 

dlmetilsulfoxldo, y esta basado en la reducción del radical mediante la donación de 

un átomo de hldrogeno, formando un compuesto más estable, la reduceiÓn del 

radleal-DPPH puede ser determinada espectrofotométricamete por medio del 

decremento de la absorbancia. 

Xlanjun Van realizó un estudio con 27 especies de algas marinas, utilizando el 

ensayo cuantitativo con radlcal-DPPH en dimetilsulfoxldo, la actividad de las 

diferentes especies de algas fue analizada espectrofotométric:amente a 517 nm, 

midiendo la decoloración del radical-DPPH al ser reducido por los compuestos que 

se encuentran en las algas y que tienen capacidad de secuestrar este radical, los 

resultados que encontraron con este ensayo, mostraron que sólo 15 de las 27 

especies en estudio tienen actividad secuestrante (Van et al, 1998). 

Blanqueo con p-caroteno.- El ensayo de blanqueo con p.caroteno confirma la 

actividad antioxidante de la muestra en estudio, esta basado en la capacidad del 

antioxidante para inhibir la oxidación del caroteno, evitando la ruptura de la 
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molécula y la formación de radicales libres, mediante la donación de átomos de 

hidrogeno estabilizando a la molécula y evitando su decoloración. 

Para el ensayo cualitativo en cromatografía en capa fina, se asperja una disolución 

de p-caroteno y se hace Incidir luz ultravioleta a la cromatoplaca, provocando la 

oxidación del p-caroteno con la consecuente pérdida de color. Los compuestos con 

actividad antioxidante que estan contenidos en la muestra, Inhiben la oxidación del 

caroteno, observandose la aparición de manchas amarillas en contra de un fondo 

blanco (Yan-Hwa et al, 2000). Para el ensayo cuantitativo se hace reaccionar la 

muestra con una disolución de p-caroteno, con aplicación de temperatura, la 

decoloración del caroteno se puede leer espectrofotométricamente a 470 nm. 

Estos ensayos nos indican la actividad de los compuestos, pero además de la 

actividad y de la potencia de un antioxidante o de una mezcla de ellos, deben 

tenerse en cuenta en una aplicación particular, otros factores tales como la 

facilidad de Incorporación a los alimentos, la sensibilidad al pH, la tendencia a 

producir alteraciones de color u olores desagradables, la disponibilidad y el costo. 

También es Importante tener en cuenta que existen dos tipos de antioxidantes, los 

sintéticos y los naturales. 

las características tísicas de los antioxidantes sintéticos se encuentran reportadas 

en el Codex Alimentanus (Food Chemlcals C.odex}, pero a continuación se 

especifican los antioxidantes sintéticos y naturales más relevantes. 
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:z.a Antioxidantes sintéticos 

A causa de las diferencias existentes en su estructura molecular, los distintos 

antioxidantes manifiestan diferencias sustanciales en su eficacia cuando se utilizan 

con distintos tipos de aceites, o alimentos que contienen grasas, o Inclusive en 

diferentes condiciones de procesado y manipulación (Fennema, 1992). La mayoría 

de los antioxidantes sintéticos usados en la lndusbia alimentaria (figura 2.2), 

tienen en su estructura un anillo aromático y grupos hidroxilo que funcionan como 

donadores de electrones (Baclul, 1992). 

Butilhldroxianisol (BHA) por ser un compuesto lipófilico, se usa en una variedad 

amplla de productos como grasas, aceites esenciales, alimentos con alto contenido 

de grasas y alimentos empaquetados, es más eficaz en grasas animales que en 

aceites vegetales. 

Hldroxitolueno butilado (BtfT) es débil como estabilizante en aceites vegetales, por 

io que se usa en alimentos con un contenido bajo en grasas, productos de 

pescado, materiales de empaque, parafina y aceites minerales. 

Terbutilhldroquinona (TBHQ) por su buena solubilidad, es empleado básicamente 

en aceites para fritura de papa, aceites vegetales altamente insaturados y en 

grasas animales comestibles. 

El ácido gálico y los galatos de alquilo por ser liposolubles, tienen aplicaciones en 

aceites vegetales hidrogenados, confiteria, aceites esenciales y galletas. 
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Figura 2.2 Principales antioxidantes sintéticos utilizados en alimentos 
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Todos estos compuestos sintéticos tienen un excelente efecto antloXldante, pero a 

estos se les ha ascx:iado con posibles efectos tóxicos y una posible Implicación con 

el cáncer, por lo que existe una tendencia por el uso de antioxidantes naturales. 

2.9 Antioxldanles naturales 

Desde que el hombre se interesó por prolongar la utilidad de los alimentos, se han 

usado ingredientes o compuestos extraídos de los alimentos que actúan como 

antioxidantes naturales. También han sido utilizadas varias técnicas en el 

procesado de alimentos que aumentan la resistencia a la oxidación. 

Existe una amplia gama de antioxidantes naturales que están a>ntenidos tanto en 

frutas como en vegetales, y aunque estos compuestos pueden sintetizarse se les 

considera como pertenecientes a fuentes naturales. 

Los datos toxi<X>lógicos sobre el uso de algunos antioxidantes sintéticos, aunado a 

la atención y obiigadÓn de fabricantes por producir alimentos saludables, dan 

como resultado una mayor promoclÓn por el uso de compuestos naturales, algunos 

de los cuales son actualmente usados eficazmente para la protecclón de alimentos 

contra la degradación oxidatlva (Burri et al, 1989). 

Los grupos de compuestos naturales que presentan propiedades antioxidantes 

son: 

Aminoácidos 

Proteínas 

Tocoferoles 
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Ca rote nos 

Ascórbatos 
Compuestos fenólicos. 

Los aminoácidos funcionan como antioxidantes primarios (figura 2.3), sinerglstas, 

sus propiedades dependen de su concentración y el pH del medio. Son obtenidos 

de los hldrollzados protélc:os procedentes de tejidos vegetales, generalmente los 

tloles son reconocidos como agentes que bloquean la propagación de radicales 

libres; sin embargo, se ha demostrado que todos los aminoácidos poseen cierta 

actividad en algún sistema (Kurl, 1988). 

La glicina, metlonlna, triptofano, hlstldina, prollna y lislna son eficaces en las 

grasas y aceites. Combinaciones de trlptofano y lisina son muy eficaces en la grasa 

de mantequilla, y la metionlna se usa como sinergista en los productos lácteos. 

Las posibilidades de apllcaclón de la cisteína son amplias, pero tiene la clesven13ja 

de que al descompone,.- los hidroperóxidos, forma compuestos carbonilicos que 

pueden conducir a un oscurecimiento no enzimático del alimento. 

El polvo de leche desnatada en la margarina aumenl3 la actiVldad de los 

antioxidantes agregados. 
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Los aminoácidos también son eficaces en los productos de carne y en la 

prevención de las reacciones de oscurecimiento en la fruta (Madhavl 1996). 
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lisina histidina triptofano 

FiglKB 2.3 Estructuras de arrinoácidos con actividad antioxidante 

En cuanto a la actividad antioxidante de las proteínas, se sabe que el hldrolizado 

de soya, las proteínas de levadura y de verdura, funcionan como sinerglstas con 

los antioxidantes primarios. Por lo que las posibilidades de aplicación son amplias, 

ciertas proteínas e hidrolizados proteínicos Inhiben la autooxidaclón de la vitamina 
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A, esta actiVldac:I ha sido atribuida a la presencia de grupos sulfhldrilo libres 

(Taguchl et al, 1988). 

El gluten, la albúmina de huevo y la caselna son eficaces en el aceite de sardina, 

las proteínas de soya actúan conservando el color de la carne desmenuzada. 

2.9.2 T~ 

Otro grupo Importante de antioxidantes naturales es el de los tocoferoles (figura 

2.4) son los antioxidantes distribuidos más ampliamente en la nabJraleza, se 

encuentran en cantidades sustanciales en los alimentos de origen animal. Los 

cereales, aceite, semillas, nueces y verduras como los guisantes, los frijoles y 

zanahorias son tuentes ricas en tocoferoles y tocotrienoles. Sin embargo, la 

actividad relativa de estos compuestos se ve Influida significativamente por la 

temperatura y la luz. 

Los tocoferoles constituyen el principal antioxidante de los aceites vegetales y una 

proporción relativamente alta de estos, sobrevive las etapas de procesado y 

permanece en cantidad suficiente para proporcionar estabilidad frente a la 

o:-!iclación que pueda tener el producto acabado (Hudson, 1990). 
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Figura 2.4 Estructura de los tDOOferoles de acuerdo a los 

sustltuyentes de la tabla, siendo el orden 

de actividad antioxidante creciente 

2.9.3 CaliA&JOS 

1 TES1S CON 
FALLA DE ORIGEN 

El nombre genérico deriva de la zanahoria (Daucus carota), ya que fue de esta 

hortaliza de donde se aislaron por pri~ vez, pero los carotenoides están 

ampliamente disbibuidos en las frutas, siendo determinantes del color en muchas 

de ellas (cítricos, melocotón, melón, plátano, jitomate, chiles, papas, duraznos, 

zanahoria, trigo, maíz, soya, flores y algunas algas, bacterias fotosintétlcas, 
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hongos y levaduras). En la naturaleza se han identificado más de 420 y a pesar de 

que generaln--.te su color varia de amarillo a anaranjado y rojo, una gran 

propordÓn de ellos se encuentra en las hojas verdes y sólo hacen su aparición en 

el Invierno cuando la clorofila desaparece, en la tabla 2.1 se muestran los 

carotenoides más conocidos. 

Tabla 2.1 Relación de algunos carotenoldes existentes en las frutas. 

CAROTENOIDES 

Fltoeno fraiploxantlna Vlolaxantina 

Rtoflueno p-caroteno-S,6-epóxtdo Luteoxantina 

~-caroteno Mutacromo Auroxantina 

LkDpeno Lutelna Neaxantlna 

cr-earoteno zeaxantina capsant1na 

frearoteno Crlptoflavtna 

p-zeacaroteno Anteraxantlna 

Ucoxantina Lutelna-5,~do 

a-oiptoxantina Mutatmcantlna 

El p-caroteno (figura 2.5) es el carotenolde de mayor Importancia en la tecnología 

de alimentos, es un agente activo contra los átomos de oxígeno que provocan la 

oxidación y la síntesis de radicales libres (Baclul, 1992). 
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Figura 2.5 Estructura del jl-caroteoo 

El p-caroteno tiene aplicaciones como colorante en jugos, margarinas, mayonesas, 

aderezo para ensaladas, quesos y helados, y como antioxidante puede ser 

adicionado en aceites vegetales. 

TESIS CON 
FAl.LA DE ORIGEN 

Dentro del grupo de los ascórbatos se encuentran: ascórbato de sodio y calcio, 

ascorbil palmitato y estereato, y ácido ascórbico, siendo este último el más 

importante. 

El ácido L-ascórbico {figura 2.6) o vitamina e es una substancia frecuente en la 

naturaleza, puede extraerse de fuentes naturales como vegetales y frutas {limón, 

naranja, tomate, patata y hojas de lirio entre otros), pero el extracto es de poca 

importancia ya que todo el ácido ascórbico de uso tecnológico en alimentos se 

sintetiza químicamente {Madhavl, 1996). 



Como antioxidante tiene aplk:ación en la producción de alimentos tales como: 

sopas deshidratadas, salsas, bebidas carbonatadas, polvo para preparar bebidas, 

néctares de fruta, vinos, mayonesas y aderezas. 

2,3-dienol-l-gulónico 

Figura :Z.6 Estructura del ácido ascórbico 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Otro grupo Importante de antioxidantes naturales son los compuestos fenólicos, el 

cual revisaremos con mayor detenimiento, por ser el grupo de compuestos en los 

que está enfoc:aclo el proyecto y por considerar necesario, un mayor conocimiento 

sobre ellos. 
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Los compuestos fenólicos se encuentran en la mayor parte de las frutas y en 

muchos casos conbibuyen al color y sabor de las mismas. Funcionan 

principalmente como donadores de hidrógeno y conservan sus propiedades 

durante la cocción o freído de productos preparados con las grasas y aceites en 

que ellos están presentes. 

Dentro de los compuestos fenóllcos, podemos encontrar a los grupos conformados 

por ácidos fenólicos (ácidos hidroxicinámicos, hidroxlcumaricos e hidroxlbenzoicos) 

y a los flavonoicles (flavonas, flavononas, isoflavonas, flavonoles y antoclanidinas). 

Dentro de este grupo podemos encontrar a los ácidos hidroxicinámlcos, 

hidrnxicumaricos e hidroxibenzoicos. Estos compuestos estan ampliamente 

diSbibuldos en frutas y verduras (tabla 2.2). 

Del grupo de los hidroxicumaricos, sólo la escopoletina ha sido encontrada hasta el 

momento en frutas como ciruela y albaricoque, pero en pequeñas cantidades. 

Los ácidos hidroxibenzOlcos (ácido salicílico, gentísico, gálico, valnillínico y eláglco), 

se encuentran principalmente en frutas como fresa, uva, naranja, toronja y limón. 
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Tabla 2.2 Ácidos fenólicos presentes en frutas y verduras 

Compuesto ácido ácido ácido ácido 

cuma rico ferúllco c.aféico dorogénlco 

Manzana + + + + 

Pera + 
Durazno + + + + 

Cereza + + + 

Oruela + + + + 
Melocoton + + + 
Albaricoque + + + + 
Fresa 

zarzamora + + + 

Uva + + + 

Grosella + + + 

Arandonos + + + 
Espinacas + + + 
Col + + 

Alfalfa + + 
Esparragas + + 

(+)compuesto presente(-) compuesto ausente 

La actividad antioxidante de estos compuestos va a depender de la poslclón en la 

que se encuentran los grupos hldroxilos (figura 2.7), por ejemplo el ácido cinámico 

tiene un excelente poder antioxidante y se encuentra en las uvas, vino rojo y en 

las frutas dtricas. Los ácidos cafélco y clorogénico también tienen una actividad 

antioxidante significante, sin embargo estos compuestos no están usándose en la 

actualidad en productos alimenticios (Coultate y Bial, 1984). 
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COOH r 
9'0H 

OH 

ácido caféioo 

COOH r 
9'0Me 

OH 

ácido ferulico 

N Hoy/ 
o 

ácido cinárrico 

~ 1 ~ H,.CO~ 
HO :::::,.... O 

H 

esoapeletina 

Fiaura 2.6 Estructuras de algunos ácidos fen61icns 
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Otro grupo Importante clenbo de los compuestos fenólicos es el de los ftavonoides, 

los cuales se ~tran en frutas, semillas, hojas v otras partes de la planta 

(tabla 2.3). Son compuestos de color amarillo pálido v rojos, se encuentran en una 

considerable proporción y en algunos casos conbibuyen de manera importante al 

color de los alimentos {Wong, 1995). 

Tabla :Z..3 Flavonoides presentes en frutas, plantas aromáticas v semillas 

Manzana 

Pera 

Oruela 

MelOCX>ton 
Uva 

Naranja 

Limón 

Fresas 

Perejil 

Romero 

Tomillo 

Semillas 

Aavonas 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Aavononas 

+ 
+ 
+ 

Flavonoles Jsoflavonas Antoc:lanldlnas 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

( +) compuesto presente, (-) compuesto ausente 
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Dada su capacidad de capturar radicales libres y de crear complejos con los Iones 

metálicos, los flavonoicles funcionan como antioxidantes primarios y son glicósldos 

formados por una aglucona (figura 2.8). 

HO 

flavona flavonona 

HO 

flavonol 

HO'Wv 9' 1 1 
::::::.... 9' OH O ::::::.... I 

HO 

OH 

isoflavona antocianidina 

Figura 2.8 Estructura ele las agluconas de los flavonoides 
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Siendo las principales: flavonas (luteollna, quislna y aplgenina), ftavononas 

(naringina y hesperetina), isoflavonas (genlstelna, genistina y deiclzina), ftavonoles 

(quercetina, catequina y epicatequina) y antodaniclinas (clanicllna, delfinlna y 

malviclina). Las agluconas son más activas que los glicósiclos, la diferencia que 

existe entre ellas es debido al grado de aromaticidad y su activiclacl es determinada 

por la posiciÓn y grado de hiclroxilación del anillo. 

Dado que la manzana es una de las frutas que contiene flavonoicles como un 

componente importante, a continuaciÓn mencionaremos algunos antecedentes de 

los antioxidantes que se han encontrado en este fruto. 

En estudios realizados con anterioridad a este fruto, la CX>mparación entre cultivos 

de manzanas verdes y rojas, en diferentes estaciones y años, muestra que ambos 

cultivos presentan una composldón slmilal", en el análisis se Identificaron glicósldos 

de quercetina y proantodaniclina, también hay datos de la biosintesis de glicóslclos 

de clanidina durante la maduración. 

La concentración de glicóslclos de quercetina y proantocianiclina son más altos en 

la cáscara de la manzana más joven y disminuyen durante la maduración de la 

fruta hasta en un 50 %. Los gllcóslclos de clanicllna aumentan durante la 

maduración. El pnxedimiento de cromatografía de líquidos (HPLC) que se utilizó 
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para estos estudios, permite la separación y cuantificaclón de: galactosldo de 

clanidina, siete glicósidos de quercetina, catequlna, epicatequina, galocatequina y 

proantocianidina 82 y es. También se Identifican dos isómeros de quercetina (3-

arabinopiranosido y 3-arablnofuranosido). 

Aunque ambos cultivos mantuvieron los mismos glicósidos de quercetina (figura 

2.9), había diferencias entre las proporciones relativas del glicósldo individual. En 

general los niveles de glicósidos de quercetina totales estaban entre 3 y 7 mg/g; 

proantocianidinas totales entre 1.5 y S mg/g y glicósidos de cianidlna de O a 1.1 

mg/g (Uster et al, 1994). 

OH 

HO 

3,3',4'.5, 7-pentahidroxiflavona 

F"19ura 2.9 Estructl.lra de 3-glicósldo de q~na 
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Wleslaw y Olang lograron Identificar dnco glicósldos de quercetina y dos de 

floriclzlna de la cáscara de manzana, por métodos químicos y espectrales, estos 

compuestos fueron Identificados como: 3-0-galactósldo, 3-0-glucósido, 3-0-

xilósldo, 3-0-arablnósldo y 3-0-ramnósido de quercetlna, glicósldos de floridzlna y 

xlloglucósidos de floridzlna, los glicósldos de floridzina también se encuentran en la 

pulpa de la manzana. Los métodos empleados para el análisis muestran separación 

de cuatro fragmentos fenólicos por cromatograña de líquidos de alta resolución 

(HPLC preparativo), mientras que el HPLC analítico de estos fragmentos mostró el 

contenido de catequina principalmente (figura 2.10) y epic:atequina, sus dímeros y 

polímeros (Wleslaw el al, 1988). 

OH 

OH 

HO 

OH 

3 ,3',4',5, 7-flavanpentol 

Figura 2.10 EstnJctura de la catequlna 
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Otros antioxidantes <X>nlenldos en la manzana son eplcatequlna y el ácido 

dorogénico (figura 2.11), que es un ácido alifático importante en los alimentos JX>r 

su contribución a las reacciones ele pardeamiento enzimático y no enzimático. 

La principal protoantoclanidina ele las manzanas es un dímero formado JX>r dos 

unidades de 1-epicatequina, unidas mediante enlace C4-C8. Este compuesto al ser 

hidrolizado produce cianidina y (-)epicatequina, los cuales se han encontrado en 

manzanas, peras, nuez de cola, semillas de cacao y otras frutas. 

HO 

OH 

OH 

3,3',4-flavanpentol 
epicatequina 

OH 

1,3,4,5-tetrahidroxicidohexano 
ácido dorogénico 

Figura 2.11 Estructura de eplcatequlna y ácido clorogénico 
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La manzana como fruto ha sido ampliamente estudiada, considerada como una 

fuente Importante de antioxidantes. Sln embargo, los residuos lndusbiales que 

generan las Industrias que la procesan no han sido aprovechados potencialmente, 

y las cantidades que se generan ele este residuo son dignas de considerarse, para 

la extracción de antioxidantes naturales. 

2.10 Residuos Industriales auno fuente de antioxidantes 

La cuestión del aprovechamiento de los residuos que genera la actividad humana y 

productiva, no es algo nuevo, esto se ha presentado ante necesidades crecientes, 

como puede ser el caso de proveerse de alimentos, los cuales son sujetos de algún 

tipo de procesamiento previo a su consumo. Tal circunstancia se materializa en 

una corriente enorme y variada ele residuos que en el caso de la producción y 

procesado de alimentos, tienen un origen y características biológicas tales que, su 

existencia y disposición final, a menudo significan un problema. Muchas Industrias 

de alimentos tienen un impacto medioambiental adverso, debido a la presencia de 

fenoles en sus residuos industriales o efluentes líquidos que desechan, ya que 

estos compuestos aumentan las demandas de oxígeno químico y bioquímico, con 

efectos perjudiciales en la flora y fauna que se encuentra en las zonas de 

descarga. 
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Los residuos SÓiidos para los fertilizantes orgánicos y los nhleles relativamente 

altos de compuestos fenólicos son un problema debido a la Inhibición de algunas 

propiedades de la germinación. Sin embargo, los polifenóles tienen muchos efectos 

favorables para la salud humana, como la Inhibición de la oxidación de 

llpoproteinas de baja densidad, ya que disminuyen el riesgo de enfermedades del 

corazón. Por otro lado, la actividad de estos compuestos como antioxidantes de 

alimentos es bien conocida, esto ha promovido estudios de varios extractos que los 

contienen. Así, puede considerarse que los residuos indusbiales que contienen 

compuestos fenólicos son derivados con un valor agregado, lo que justifica su 

recuperadón (Bonilla eta/, 1998). 

Los residuos así como los recursos naturales son conceptos que estan SUjetDs a un 

desarrollo tecnológico determinado. El carácter de residuo o de recurso para un 

mismo material, depende del lugar y del momento en que se considere, en 

términos de las necesidades y progreso técnico de un producto. De este modo las 

capacidades materiales y sociales para transformar un material en un bien útil con 

posibilidades mercantiles, aparece como el elemento primordial que le dará a los 

residuos su posibilidad como recursos. 

La obtención de extractos con actividad antioxidante, de fuentes baratas o 

residuales de las industrias agrícolas, y la creciente preocupaciÓn de los 

consumidores con respecto a la seguridad del aditivo utilizado en alimentos, creó 
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la necesidad de klentific:ar fuentes alternativas naturales y seguras, para la 

obtención de antioxidantes (Sherwin, 1990; wanasundora y Shahidi, 1998). 

Las industrias que generan bagazo de manzana como residuo, son la siclrera y la 

que se decliea a la elaboración de jugos y concentrados de fruta, la cual es una de 

las más importantes agroinclustrias de México. 

El bagazo de manzana es el subproducto que se obtiene del prensado directo de la 

fruta, desintegración del fruto en molinos o pulperos usando tamices muy finos, 

filtros o centrifugas de alta velocidad para la separación del jugo. La composiOOn 

de este residuo esta constituida por: 74 % de humedad, 15 % de c:arbohidratos, 7 

% de fibra cruda, 1.4 % de proteínas y 1.2 % de grasa. Su principal uso es para 

alimentación ganadera, se le conserva por fermentación (ensilado), a veces 

mezclándolo previamente con maíz, alfalfa u otros forrajes. Pero no se le ha dado 

la proyección adecuada a este residuo para la recui:-ación de algun subproducto, 

siendo que las graneles producciones de estas industrias, nos permite considerar a 

los residuos de manzana como un recurso y fuente importante para la obtención 

de antioxidantes. 

Otros residuos agrícolas e industriales en los que se ha encontrado fuentes 

atractivas de antioxidantes naturales son: 

Residuos de c:ásca1a de papa: el residuo que desecha la empresa Simplot 

División de Alimentos, fue analizado y los componentes de la cáscara de papa se 

obtuvierón con una mezcla de disolventes (metanol-agua), encontrando en este 
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extracto ácidos fenóllcos (ácido clorogénlco, ácido galleo v ácido cafelco). de los 

cuales se obtiene hasta 43 mg/100 g en la cuantificación por HPLC. Lo cual 

muestra que se pueden aislar ácidos fenóllcos de los residuos de cáscara de papa, 

usando un proceclimlento para obtener el extracto de manera simple v económica. 

(Rodriguez et al, 1994). 

Aguas leSiduales del nKIHdo de o/ira tlelde: durante la producción de aceite 

de aceituna se generan volúmenes considerables de agua que generalmente son 

desechados. Las aceitunas contienen una varieclacl de componentes bioactlvos 

(compuestos fenólicos) y algunos de ellos según su coeficiente de partición, 

terminan en la fase acuosa, después de los lavaclos continuos que se le hacen a la 

pasta de oliva verde con agua caliente, antes del procedimiento de separación del 

aceite. Estas aguas residuales tienen una considerable cantidad de compuestos 

fenólicos con propiedades antioxidantes. 

Los compuestos identificados en estas aguas residuales son: hiclroxitirasol, tirasol, 

ácido elenolico, 7-glucosido de luteolina, q~na. dertvados de ácido cinámico v 

polifenoles (Visioli eta/, 1999). 

Té viejo: las hojas de té que han pen:lido algunas de sus caracteristicas 

sensoriales v que son consideradas viejas, representan en la actualidad una 

pérdida agrícola Importante, pero el té viejo contiene compuestos antioxidantes 

que se han extraído para ser utilizados en alimentos. Las hojas de té viejo son una 
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fuente rica de polifenoles, catequinas principalmente, los extlac:tos obtenidos 

contienen epicatequina, epigalocatequina, galato de eplcatequina, galato de 

epigalocatequina y galocatequina. Estos han sido probados en freído de hojuelas 

de papa, emulsiones de mayonesa, margarina, cereales ~. grasa de pollo, 

carne de cerdo y queso (zandi y Gordon, 1999). 

Cáscara y senrl/la de ura.: la obtención de compuestos fenólkX>s de los residuos 

que se desperdician después de la elaboración del vino con uva roja, tienen como 

propósito ser utilizados como antioxidantes de alimentos y darte un uso a los 

residuos agrolndusbiales con la Utilización de la cáscara y semiHa de las uvas, en el 

análisis por HPLC se identificaron algunos compuestos antioxidantes (3-galactosido 

de quercetina, catequina, epicatequina y antocianidinas). Se determinó que es 

posible obtener compuestos fenólicos de los residuos industriales que se quedan 

de la elaboración de vino, para aprovecharlos como antioxidantes (Bonilla et al, 

1998). 

Helaras de .soya: la soya se utiliza como alimento para animales, como fuente 

de proteína dietética y para la elaboración de otros productDs. El uso creciente de 

soya para la elaboracián de productos alimenticios ha generado la acumulación de 

subproductos y residuos durante el procesado de la soya. Uno de estos residuos es 

la porción soluble de la soya (melazas de soya), donde se aislaron e identificaron 7 

isoflavonas (genisteina, daizeina, gliceteina, fonnononetina, genistina, daizina y 
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glidtelna), ácido ferúlico y dos gllcósidos de saponina (soisaponina 1 y SOisaponina 

A2). Los cuales tienen actividad antioxidante y pueden ser utilizados en productos 

alimenticios (Hosny y Rosazza, 1999). 

Cáscara y semi/la de dtrícos: son un residuo primario desechado por la 

Industria de jugos. Las cáscaras son una fuente de melazas, pectina y aceites 

esenciales, pero suelen usarse como alimento para ganado junto con las pulpas 

secas. 

Las semillas son ricas en ácidos grasos insaturaclos, pero el aceite no se extrae 

comercialmente. 

Las cáscaras y las semillas son una fuente interesante de compuestos fenólicos 

que incluyen ácidos fenólicos y flavonoicles, estos últimos se encuentran en las 

frutas dbicas son de dos clases muy peculiares: flavonas polimetoxlladas y 

flavononas glicosiladas, y dado que las cáscaras y semillas permanecen en su 

mayor parte sin ser utilizadas, se pretende valorizar de otra manera a estos 

residuos, dándoles un uso como antioxidantes de alimentos. 

En la cáscara y semilla de naranja agria, están compuestos como: neoerioclbina, 

luteoiina glicosilada, narirutlna, narlngina, apigenina glicosilada, hesperidina, 

neohesperidlna, dioslmina glicosilada, ácido ferúlico y flavonas. 

En el limón la semilla contiene eriocibina y hesperidina principalmente y la cáscara 

es rica en neoeriocitlna y naringina. 
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En la semilla de mandarina se encuentra narfnglna al Igual que en la semilla de 

naranja dulce, siendo que la cáscara de naranja dulce y toronja contienen cuatro 

ácidos fenólicos (ferúllco, slnáplro, p-cumarlco y cafelco). 

En los extractos de semilla hay de 1 a 20 % de la actividad antioxidante y 83 % en 

la cáscara, aun cuando los efectos de slnerglsmo en la semilla existen entre 

flavononas y glicosllados, la actividad antioxidante es debida principalmente a 

otros compuestos, como tocoferoles, ácido ascórbico, llmonolcles y otras sustancias 

no Identificadas. 

Las cáscaras y semillas de dtria>s tienen una actividad antioxidante Interesante y 

sus extractos pueden ser utilizados para prevenir la oxidación de jugos de fruta y 

esencias de aceites (Boceo et al, 1998). 

Residuos de pulpa de zana'-fa: una gran cantidad e la pulpa de zanahoria se 

desperdicia después de la extracción del jugo, esto provoca un problema de 

disposición a la Industria de alimentos. Sin embargo, el residuo que se desperdicia 

todavía contiene una cantidad significativa de carotenos (12 c:arotenos 

Identificados en el residuo de la pulpa de zanahoria). Los c:arotenos que se 

recuperan pueden ser utilizados como aditivo colorido en varios allmentns (Chen y 

Tang, 1998). 
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otras fuente; naturales para la obtención de antioxidante; son las verduras que 

contienen varios compuestos con actividad antioxidante, v también se consideran 

varias plantas como origen de antioxidante; naturales, potencialmente seguros 

para la industria de alimentos (Hagerman eta/, 1998). 

Los estudios que se tienen hasta el momento para poder Incorporar extractos 

auclos o material entero de verduras que puedan cumplir funciones antioxidante; 

en los alimentos son escasos, sin embargo va se han hecho algunas aplicaciones 

encontrandose resultados favorables. 

La utilización de anoz con cascarilla como antioxidante, particularmente después 

de la reducción de partículas y cocinado, da efectos antioxidante; beneficiosos (Wu 

eta/, 1999). 

El aceite contenido en el residuo de la producción de café Instantáneo fue usado 

para obtener un producto antioxk:lante útil para la preservadón de alimentos v 

para estabilizar el aroma (Bertholet et al, 1998). 

Comercialmente las antocianinas de las uvas, los arándanos agrios y la col, están 

disponibles como extractos acuosos o polvos. Por otro lado los extractos de uva se 

están comercializando como antioxk:lanres debido a su estructura compleja, va que 

en la piel se encuentran las antociank:linas, v procianlclinas en las semillas 

(Shrikhande, 2000). 
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En un estudio sobre los factores que Influyen en el rendimiento de fenoles durante 

el procesado de la sidra, los resultados muestran que pueden Identificarse tres 

áreas principales de pérdida: 1) la oxidación durante el molido y antes del 

prensado, 2) la extracción Incompleta del tejido de la manzana y 3) durante la 

clarificación; Lo cual se manifiesta por una pérdida de procianldlna de hasta un 20 

% (Lea y Colln, 1978), esto Indica que gran parte de los compuestos fenólicos 

están en los residuos de manzana que quedan después de la extracdón del jugo y 

que pueden ser aprovechados. 

El presente trabajo pretende conbibulr a difundir la Importancia de fortalea!r y 

mantener una visión de aprovechamiento Integral de los recursos renovables, 

principalmente de aquellos que estan relacionados con la producción primaria y el 

procesamiento de alimentos. Asl como las propiedades y alternativas de uso de los 

residuos o subproductos de la agroindusbia, sobre todo aquella que procesa la 

manzana para la elatx>ración de sidra y jugos, proponiendo el aprovechamiento del 

bagazo como una fuente Importante para la obtención de antioxidantes naturales. 

Para lo cual nos hemos planteado los siguientes objetivos. 
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3 OIDETIVO 

Objetivo general: 

Obtención de compuestos flavonoides mediante el aprovechamiento de residuos 

lndusbiales, dando proyección al empleo de bagazo de manzana como fuente de 

antioxidantes naturales. 

Objetivos particulares: 

Establecer las mejores condiciones para el proceso de extracdÓn de antioxidantes 

contenidos en el residuo de manzana. 

Analizar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos con disolventes de 

diferente polaridad, utilizando ensayos cualitativos y cuantitativos que nos 

permitan determinar y seleccionar al extracto que se encuentre enriquecido con 

compuestos con actividad antioxidante. 

Llevar a cabo la separación y purificación de los flavonoldes del extracto que 

presente mayor actividad, encontrando las condiciones apropiadas en la apllcación 

de métodos químicos y enzimáticos, para hldrolizar los compuestos que se 

encuentran gllcoSilados. 

Realizar la ldentif"ic:ación y cuantificación por cromatografía de líquidos de alta 

resolución de los compuestos que presenten actividad antioxidante. 



4 DESARROLLO EXPERIMENTAL 

Considerando los objetivos planteados, la estrategia a seguir en este trabajo se 

divide en dos partes: 

Primera parte.- preparación de la muestra, secado por liofilización y a 

temperatura ambiente, extracción con disolventes de diferente 

polaridad, evaluación de la activiclad antioxidante mediante 

ensayos de radlcal-DPPH y blanqueo con p-caroteno, 

fraccionamiento por columna y análisis por HPLC. 

Segunda parte.- hidrólisis química y enzimática, fraccionamiento por columna, 

Identificación y cuantificación de los compuestos con actividad 

antioxidante mediante el análisis por HPLC. 

A continuación se muestran los diagramas utilizados para la realización de este 

trabajo. 
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4.1 MATERIAL Y EQUIPO 

Para el desarrollo experimental de este trabajo, fue necesario la utilización de 

diferentes reactivos, material y equipo, los cuales se encuentran especificados a 

continuación. 

o Placas de celulosa mlcroC:ristallna, Macharey-Nagel 

Celulosa mierocristallna con Indicador de Huorescenda LJV254 

Polygram cel 400 UV 

o Placas de sillca gel, Macharey-Nagel 

Silica gel con Indicador de fluorescencia UV254 

o Celulosa microcristalina, Macharey-Nagel L-815290 

o Sillca gel, MN t<resagel 60 L-815380 

o Radical-DPPH {2,2-difenil-1-picrilhidrazil), 95%, Aldrich Chemistry 

o p.caroteno, 99'J.b, Sigma Olemlstry 

o Sulfato cérico Ce(S04)2, 99 %, Alclrich Chemistry 

o Ooruro fénico FeCb, 95 %, Mallinkrodt 

o BHA (butihiclroxianisol), 99 %, Sigma Chemistry 

o TBHQ (diterbutilhidroquinona), 99 %, Sigma Olemistry 

o Ácido ferúlico, 99 %, Sigma Chemistry 
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e catequlna, 99 %, Sigma Olemlstry 

e Quercetina, 99 %, Sigma Olemlstry 

e Ácido clorogénlco, contenido en un extracto. 

e Ácido sulfúrico H,so., concentrado, Reasol 

e Fosfato de sodio monobásico NaH2P04·H20, Reasol 

e Fosfato de sodio dibáslco Na2HP04·12H,O, Merdc 

e Enzimas p-glucoronldasa, Roche 

e Enzimas viscozyme L, Novo 

e Gas Nitrógeno, ultra alta pureza, AGA. 

e Gas Oxígeno, extra seco 99.5 % mln. INFRA. 

4.i.2 Disolllentes 

e Acetato de etilo, grado reactivo. 

e Acetona, grado reactivo. 

e Acetonibilo, grado HPLC. 

e Ácido acético, glacial. 

e Ácido dortiídrico, concentrado. 

e Cloroformo, grado reactivo. 

e Diclorometano, grado reactivo. 

e Dimetilsulfoxiclo, grado espectrofotomébico. 

e Etanol, grado reactivo. 
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e Éter de petróleo, grado reactivO. 

e Metano!, grado reactivo. 

e Metano!, grado HPl.C. 

4.i.3 Rewe«adolres y disoludones 

Para el análisis en cromatografía en capa fina (CCF). 

e Radical-DPPH 

Solución al 0.2% en metano!: 0.2 g de 2,2-difenll-1-plcrilhldrazll en 100 mL de 

metano!. 

e p-caroteno 

Solución al 0.05% en acetona: O.OSg de ,P-caroteno en 100 mL de acetona. 

e Vainillina 

Vainlllina con H2504 (80 mL de H:zSO• =ne + 20 mL EtOH + 0.5 g Valnlllina), 

e Ooruro fénico 

FeCb (1 a 5 % de FeCb en Ha 0.5 N) 

Para el análisis espectrofotométrico 

e Radical-DPPH 

Solución de 2,2-difenil-1-picrllhiclrazil 3x10-5 M en Oimetilsulfóxldo (DMSO). 
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e Agua saturada (agua destilada con burbujeo de oxigeno durante 30 min). 

e p.caroteno 

2 mL de p.<:aroteno al 20 % en acetX>na, diluidos en 25 mL de agua saturada 

con oxígeno. 

Para la hidrólisis 

e Disoluciones amortiguadoras de fosfatos 0.2 M, pH=5.0 a 25 ºC 

A: disolución 0.2 M de fosfato de sodio rnonobásico. 

27.8 g de fosfato de sodio monobásic:D en 100 mL de agua destilada 

B: Solución 0.2 M de fosfato de sodio dibásk:o. 

71.7 g de fosfato de sodio dibásico en 100 mL de agua destilada 

Se mezclan las disoluciones lentamente v con agitación hasta alcanzar un 

pH de 5.0 

e Enzimas p-glucoronidasa, Roche 

Condiciones óptimas de acttvidad: 

Temperatura 37-45 ºC, pH 5.0-5.5, 16 hr. 

e Enzimas vlscozyme L, Novo 

Condiciones óptimas de acttvidad: 

Temperatura 40-50 ºC, pH 3.3-5.5, 18 hr. 
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«.i.4 Equipo 

e Liofilizadora, Labconco frezzezone 6 

e Ultracongelador, temperatura de -80 ºC, Hanis 

e Rotavapor, Buchl. 

e Cámara con lámpara UV con longitudes de onda de 254 y 366 nm, CAMAG. 

e Espectrofotómeb'O Génesis 5, Mllton Roy. 

e Cromatógrafo de líquidos, Beckman Sistema Golcl 166 con Detector uv. 

e Columna Varian C-18, Sµm, 4.6 mm x 25 cm. 

«.i.s Condldones para HPLC 

Para la Identificación y cuantificación de los compuestos y de las fracciones 

enriquecidas, el análisis se realizó bajo las siguientes condiciones: 

Cromatógrafo de líquidos con sistema Golcl 166 y detector UV, flujo Inicial de 1 

ml/min, bajo una comJX)SiciÓn de eluyentes (ácido acético al 10 % y acetonltrilo 

con gradiente de O a 20 %), durante un periodo de análisis de 40 min. 

Programación del detector uv, para cambios de longitud de onda de 280 a 350 nm 

a los 7 min de iniciado el análisis (Uster et al, 1994). 
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CONDICIONES DE LA BOMBA PARA EL ANÁLISIS POR HPLC 

Tiempo Aujo Cl>rnposiclón 

mln ml../mln %A %8 

1.00 o.o 100 

0.00 1.00 20.0 80 

20.00 1.00 o.o 100 

A: acetonitrllo 
B: ácido acético al 10 % 

CONDICIONES DEL DETECTOR PARA EL ANÁUSIS POR HPLC 

Tiempo longitud Auto Detener Apagado Alam>a 
de onda cero 

mln nm datos delámpa"' mln 

inicio 280 Si ·- - -
7.00 350 sr 

40 350 Si 1.00 

4.2 Obtención de la muestra 

El residuo de manzana, fue proporcionado por una Industria sidrera, la cual tiene 

sus instalaciones en Ololula, Puebla. La manzana que a>mpone este residuo 

recibió un proceso de prensado (para la extracción del jugo), posterionnente fue 

depositada en un a>ntenedor el cual se encuentra a la intemperie y en a>ntacto 

con el piso, originalmente este residuo es utilizado como forraje. 

Para fines prácticos la metodología se analiza en dos partes: 
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4.3 Primera parte del desanalllo experimental 

Preparación de la muestra, secado por liofilización y a temperatura ambiente, 

extracción con disolventes de diferente polar1clacl, evaluación de la actividad 

antioxidante mediante ensayos de radlcal-DPPH y blanqueo con p-caroteno, 

fraccionamiento por columna y análisis por HPLC. 

En esta etapa de la investlgaciÓf'I el secado se realizó de dos maneras diferentes 

(secado por liofilización y a temperatura ambiente), para hacer una comparación 

de la cantidad de extracto obtenido. 

En el secado por liofilización, el residuo de manzana fue congelado en un 

ultracongelador, a una temperatura de -80 ºC, por un período de 6 hr 

posteriormente se realizó un proceso de liofilización, una vez seca la muestra se 

hizo una reducción de tamaño mediante una trituración manual pasándola por una 

malla del número 10, obteniendo finalmente un tamaño de partícula más uniforme. 

Para el secado a temperatura ambiente la muestra se colocó en una mesa, sobre 

papel absorbente, removiendo el bagazo cada dos horas y durante 1 día. [)e,;ptJés 

del tiempo transculTido se le realizó una extracción como a continuación se Indica. 
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4.3.2 ElllHK!IC#6.'I 

Con el fin de obtener un extracto enriquecido <Xlf1 compuestos que presentarán 

actividad antioxidante, se realizaron algunas variaciones a una técnica . de 

extracdÓn ya establecida, la cual fue aplicada a la muestra <Xlf1 diferentes tipos de 

secado. En la extracción se realizó una comparación entre dos métodos, a reflujo 

con agitación durante 3 hr v a temperatura ambiente en reposo durante 24 hr. 

En ambos casos la extracdÓn se realizó de forma consecutiva, utilizando 4 

disolventes de diferente polaridad (éter de petróleo, acetona, etanol y agua), <Xlf1 

el fin de separar la fTacción lípldica, pigmentos v obtener fracciones enriquecidas 

con compuestos que presenten actividad antioxidante, los extractos se obtuvieron 

de la siguiente manera: 

Se pesaron 500 g de residuo de manzana de ambos métodos de secado, por 

separado se colocaron en un matraz bola de fondo plano, aclldonando éter de 

petróleo hasta que el disolvente cubriera por completo la muestra (2 L), se llevó a 

cabo una maceración y se dejo la muestra en reposo por 24 hr a temperatura 

ambiente. Posteriormente se filtró a través de un embudo de tallo largo, el filtrado 

se separó para concentrarlo por evaporac:iÓn y obtener el extracto etéreo. Los 

extractos de acetona, etanol v agua se obtuvieron de Igual forma v éstos se 

llevaron a sequedad en un rotavapor con baño de agua a una temperatura de 60 

ºC. El extracto acuoso se liofilizó para eliminación del agua. 
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El extracto obtenido con éter de petróleo fue analizado por separado, se le 

realizaron pruebas cromatográficas en capa fina (placas de silica gel), mezcla de 

cloroformo, acetato de etilo y ácido acético 50:50:1 (fase móvil), utilizando como 

reveladores Vainillina-H2S04 y FeCb, las placas que contienen el extracto etéreo 

son Impregnadas con estos reveladores por separado, se colocan en una panilla a 

una temperatura de 110 a 120 ºC durante un tiempo de 10-20 mln. La coloracl6n 

obtenida por el compuesto es comparada con resultados Informados en la 

literatura, para la Identificación de compuestos funó!icos (Van et al, 1998). 

Eraluac:l6n de la ac:Nrñdad anlk»ddante de los eatJactos 

Las evaluaciones siguientes, sólo se le aplicaron a los extractos obtenidos con 

acetona, etanol y agua. Por considerar que la extracclón con éter de petróleo, en 

principio fue realizada para eliminar la fracción lípidica contenida en la manzana, 

siendo que el análisis del extracto etéreo que se menciona en la sección anterior, 

es sólo para constatar la presencia de algunos compuestos, pero no con el fin de 

aislarlos. 
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Se colocó una alicuota, por medio de un capilar, de cada uno de los extractos 

(acetónlco, etanólico y acuoso), sobre una placa de celulosa mlcrocristalina de 3.0 

x 5.0 cm (fase estaci<>naria), procurando que la muestra quede con un Rf=0.5 cm 

por aniba de la parte Inferior de la placa y con una separación entre las muestras 

de 1 cm, como fase móvil se utilizó una R1eZCla de diclommetano-metanol en una 

proporción de 6:4, una vez elulda la placa se aplicaron las siguientes pruebas: 

a) reducclÓn de 2,2-difenll-1-plcrilhldracil (OPPH) radical. Las c:romatoplacas son 

asperjadas con una disolución de radlcal-DPPH al 0.2 o/o en metanol. 

La presencia de manchas amarillas en contra de un fondo púrpura, Indican la 

presencia de compuestos con capacidad secuestrante. 

b) blanqueo con p-caroteno. Las c:romatoplacas son asperjadas con una disolución 

de p-caroteno al O.OS o/o en acetona, a las cuales se les hace incidir luz ultravioleta 

por 15 min. 

La presencia de manchas amarillas en contra de un fondo blanco, confirman el 

contenido de compuestos con actividad antioxidante en los extractos analizados. 
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4..3.4.2 Evaluación cuantitativa (análisis especbotiotlalnétrico) 

Como ya se mencionó en la sección anterior, el raclical-DPPH en su fOf'"ma oxidada 

es de color púrpura, cuando éste es reducido toma una coloración amarilla, lo que 

permitió su análisis espectrofotométrico de la siguiente manera (tabla 4.1). En una 

serie de 4 tubos de ensayo se realizaron las siguientes reacciOnes: en el primer 

tubo (AJ) se colocó 1 mL de extracto del residuo de manzana (200 ppm en 

metano!), con 1 mL de soluclÓn de raclical-DPPH 3x10·5 M en dimetilsulfóxldo 

(DMSO). Al segundo tubo (Aj) se le adicionó 1 mL del mismo extracto con 1 mL de 

DMSO. Al tercer tubo (Ac) se le agregó 1 mL ele la soluclÓn de DPPH y 1 mL de 

DMSO. Al cuarto tubo (blanco) se le adicionaron 2 mL de DMSO. 

Tabla 4.1 Evaluación de la actividad secuestrante del radical-DPPH 

Reactivo Tubo 1 Tubo 2 
Al Al 

Extracto (200 ppm) 1 mL 1 mL 

DMSO - 1 mL 

r-DPPH (3x10"5 Ml lmL -
en DMSO 
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Tubo 3 Tubo 4 
Ac blanco 
- -

1 mL 2mL 

1 mL -

TEf"Tr:" ~..,. 
0iut., 1 '"J 
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Los rubos de la serie anterior fueron burbujeados con gas nitrógeno para desplazar 

el oxígeno disuelto y generar una atmósfera Inerte, se dejaron en reposo durante 

un tiempo de reacción de 60 min. Posteriormente se determinó la absorbancla a 

517 nm. 

Se utilizaron como patrones de referencia antioxidantes comerciales sintéticos y 

nabJrales: BHA, TBHQ, c:atequlna, quercetlna, ácidos ferúlico y dorogénico, (las 

series se realizaron por bipllc:ado). 

De las absorbancias obtenidas se calculó el porclento de actividad secuestrante del 

radlc:al-DPPH de la siguiente manera (Van et al, 1998). 

% actividad secuestrante del radical = [1 - (Al - Aj) / Ac J x 100 

Donde: 

Al= Absorbancia del extracto mezclado con la soluclón de DPPH. 

Aj = Absorbancia del mismo extracto mezclado con DMSO. 

Ac = Absorbancia de la soluclón de radlc:al-DPPH con DMSO. 

4..3.4..:Z.Z Evaluacldn de la ac:tfrñdad antioxidante lnediante blanq._ 

con p-car«eno 

El ensayo de blanqueo con ¡J-c:aroteno confirma la actividad antioxidante de los 

extractos obtenidos. Se realizó mediante una serie de 3 tubos de ensayo donde se 
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llevaron a cabo las siguientes reacciones (tabla 4.2), en el primer tubo (muestra) 

se ponen 5 mL de solución de p-caroteno, se agregan 0.2 mL de extracto (200 

ppm en metanol), en el segundo tubo (control) se ponen 5 mL de solución de p­

caroteno y 0.2 mL de metano!, en el tercer tubo (blanco) se ponen 0.2 mL de 

metano! y 5 mL de agua saturada con oxígeno. Se determina la absorbancia al 

inicio de la reacción (absorbancla O min), los tubos son tapados y colocados en un 

baño de agua a una temperatura de SO ºC durante 120 minutos, ya que ha 

conduldo el tiempo, sé determina la absorbancia a 470 nm (Moure et al, 2000). 

Tabla 4.2 Ensayo de blanqueo con p-c:aroteno 

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 

Solución p-caroteno SmL SmL -
Metanol - 0.2mL 0.2mL 

Extracto 0.2mL - -
(200 rv.m) 

Agua -- - SmL 
<bu con o..nn...v.' 

La disolución de p-caroteno se preparó con 2 g de p.caroteno al 99 %, en 10 mL 

C:.e cloroformo, haciendo una emulsión con ácido linoleico y Tween 80, con 

posterior eliminación del cloroformo y adición de agua saturada (agua destilada 

con burbujeo de oxígeno durante 30 min). 

Se utilizaron como patrones de referencia antioxidantes comen:iales sintéticos y 
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naturales: BHA, TBHQ, catequlna, quercetina, ácidos ferúlico y clorogénico, (las 

series se realizaron JX>I'" bipllcado). 

De las absorbancias obtenidas se calculó el porciento de actividad antioxidante 

mediante blanqueo con p-c:aroteno de la siguiente manera. 

º/o de actividad antioxidante = [~t>~f~---~z;-~,_J X 100 

Donde: 

Af = absorbancia del extracto a los 120 minutos 

Ac2 = absorbancia del control a los 120 minutos 

Ao = absorbancia del control a los O minutos (Inicio de la reacción) 

Al extracto que presento mayor actividad (extracto etanólico) de acuerdo a las 

pruebas ele radical-DPPH y blanqueo con p-c:aroteno, se le realizó un 

fraccionamiento mediante cromatografía en columna, empleando celulosa 

microcristalina como fase estacionaria, en una columna ele 5 cm de diámetro y 25 

cm de largo, la elución se realizó utilizando un gradiente ele diclorometano-metanol 

como fase móvil. 
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Con una muestra Inicial de 6.0376 g de extracto etanólico, se recolectaron 180 

fracciones de 25 mL,. las cuales fueron evaluadas por cromatografía en capa fina 

(placas de celulosa), empleando como reveladores radleal-DPPH y sulfato cérico, 

para reunir las fracciones Idénticas. Las fracciones con actividad antioxidante 

fueron analizadas por cromatograña de líquidos de alta resolución (HPLC) 

posteriormente. 

Basados en estudios infonnados en la literab.Jra y con fin de Identificar los 

compuestos y fracciones enriquecidas obtenidas de la separación por 

cromatograña en columna se realizó el análisis para la Identificación y 

cuantificación de los compuestos y de las fracciones enriquecidas, que fueron 

llevadas a una concentración de 1 mg/mL y utilizando estándares comerciales 

(catequina, quercetina y un extracto que contenía ácido clor"Ogénlco), como 

patrones de referencia bajo las siguientes condiciones: 

Cromatógrafo de líquidos con sistema Gold 166 y detector- UV, flujo inicial de 1 

ml./min, con una composición de eluyentes (ácido a<:ético al 10 % y acetonibilo 

con gradiente de O a 20 %), durante un periodo de análisis de 40 min. 

Programación del detector UV, para cambios de longib.Jd de onda de 280 a 350 nm 

a los 7 mln ele iniciado el análisis (Uster et al, 1994). 

Dado que los compuestos de interés se encuentran como glicósidos y en la primera 
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etapa del desarrollo experimental, sólo fue posible obtener fracdoues enriquecidas, 

se decidió hldrolizar el extracto etanóllco para separar los agllcones ele su 

estructura original. 

4.4 Segunda parte del desanvllo experimenbll 

Hidrólisis química y enzimática, fraccionamiento por columna, Identificación y 

cuantificación ele los compuestos con actividad antioxidante mediante el análisis 

por HPLC. 

Si bien es ciertO, que la hidrólisis química es una reacción que puede ocasionar la 

pérdida de los compuestos buscados, e inclusive provcx:ar reacciones de Maillard, 

debido a la cantidad de carbohldratos que contiene la muestra y por la 

concentración del ácido clorhídrico utilizado, ésta fue realizada para comparar la 

calidad y cantidad del producto hiclrolizado en ambos métodos. 

4..4..i Hidrólisis quín7ic:a 

Para la realización ele este método, se disolvió 1 g de extracto etanólico en 10 mL 

de agua destilada se agregaron 10 mL de Ha 1.2 N (HO en 50% ele metano!), 

manteniéndose la reacción en un baño ele agua a una temperatura de 80 ºC por 
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un periodo de 3 hr. Una vez transcurrido el tiempo de reaa:ión, se realizó una 

extracción líquido-líquido de la fase acuosa con acetato de etilo. LB fase orgánica 

se concenbó y llevó a sequedad para posterior análisis por HPLC. 

Esta hidrólisis se realizó con extractos naturales que presentan actividad de p­

glucosidasa (semilla de capulin y durazno, cuya extracción se menciona en la 

sección 4.4.2.1) y con enzimas comerciales p-glucoronldasa y Viscozyme L, bajo 

las siguientes condiciones: se disolvió 1 g de extracto en 10 mL de disolución 

amortiguadora de fosfatos, pH =5.0, se agregaron 0.25 mL de enzima, 

manteniéndose en agitación la reacción en un baño de agua a una temperatura de 

40 ºC por un periodo de 16 hr, se realizó una extracción líquido-líquido de la fase 

acuosa con acetato de etilo. LB fase orgánica se concentró y llevó a sequedad para 

posterior análisis por HPLC. 

4.4 • .2..Z. Obtenddn de eAba&."'IQs de capu/in yduTaZno con~ 

enzinlátk:a 

El extracto con actividad enzimática sé obtuvo mediante una extracción 

consecutiva, donde 10 g de semilla (almendra) triturada se maceraron en 70 mL 

de éter de petróleo, dejándolos en reposo por 24 hr a temperatura ambiente, se 



filtró v concentró, para la obtención del extracto etéreo, al residuo de semilla se le 

agregaron 70 mL de acetona bajo las misma condiciones. El extracto acetónlco 

obtenido fue utilizado para hldrolizar enzimáticamente al extracto etanóllco de la 

muestra inicial de bagazo, bajo las conclidOnes que se mencionaron en la sección 

4.4.2. 

4.4.3 Fracc:#onanrlenta por czvnralJoflraHa en calu1nna 

del extracto hídlDl/zado 

Una vez determinadas las condiciones para la obtención del mejor hldrollzado, a la 

fase orgánica, se le realizó un fracci<>namiento por medio de cromatografía en 

columna, con el fin de separar v purificar los compuestos con actividad 

antioxidante. 

Para tal propósito se utilizó silica gel (fase estacionaria), una columna de 3 cm de 

diámetro y 20 cm de largo, la elución se realizó utilizando un gradiente con acetato 

de etilo-metanol como fase móvil. 

Con una muestra inicial de 3.0167 g de extracto hidrolizado, se recolectaron 129 

fracciones de 25 mL, las cuales fueron evaluaclas por cromatografía en capa fina 

(placas de silica gel), empleando como reveladores radical-DPPH v sulfato cérico, 

para reunir las fracciones idénticas. Las fracciones con actividad antioxidante 

fueron analizadas por cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) 

posteriormente. 
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5 RESULTADOS Y ANÁUSIS 

En el presente trabajo de Investigación, se utilizó bagazo de manzana proveniente 

de una indusbia sidrera, la cual para la extracción del jugo de este fruto, aplica un 

proceso de prensado quedando el residuo hasta con un 70 % de humedad, por lo 

que es necesario realizar un proceso de secado. Este se hizo de dos maneras; Para 

una adecuada manipulación de la muestra. 

s.1 Secado ,,. obtención c1e extractos 

En la primera etapa del desarrollo experimental, el secado del bagazo se realizó 

utilizando dos metodologías, basados en estudios previos realizados a la cáscara 

de manzana, donde se utiliza el secado por liofilizaciÓn (Mayr el al, 1994) y 

extracciÓn directa de los compuestos sin secado previo, sólo eliminación del exceso 

de agua en la muestra (Dick el al, 1987). En estos estudios no se informa de los 

rendimientos del extracto, por lo que se decidió probar ambos métodos y hacer 

una comparación entre estos, determinando si el tratamiento efectuado influye en 

la cantidad de extracto obtenido. 

Dado que no hay un método general de extracción para la obtenCIÓn de 

antioxidantes el método propuesto consistió en realizar extracciones consecutivas, 

utilizando disolventes de diferente polaridad (éter de petróleo, acetona, etanol y 
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agua), los cuales permitieron retener fracciones lípldicas, pigmentos y compuestos 

con actividad antioxidante. 

En la tabla 5.1 se presentan los rendimientos obtenidos de la extracción efectuada 

a las muestras secadas por liofilización y a temperatura ambiente, donde se puede 

observar el secado que propordonó mayor cantidad de extracto para los diferentes 

disolventes utilizados. 

Tabla s.1 Rendimiento de los extractos a diferentes condiciones, 

con una muestra Inicial de 500 g de bagazo de manzana 

5ecMlo por llofiliz.ción Secado• temperatura 
ambiente 

Extracto gramos obtenidos gramos obtenidos 
obtenido con 

Eter de petróleo 3.0270 5.9260 

Acetona 32.2748 50.6780 

Etanol 93.6511 160.8007 

Agua 22.5687 26.1781 

La muestra secada a temperatura ambiente {ellmlnaciÓn del exceso de agua) 

proporciona una mayor cantidad de extracto, posiblemente por que se conjugaron 
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los disolventes utilizados con el agua que aun contenía la muestra, aumentando la 

polaridad en la extracción y permitiendo la retención de una mayor cantidad de 

compuestos con actividad antioxidante. Por lo que se clecidió utilizar este 

procedimiento para eliminar el exceso de agua en el residuo de manzana y realizar 

la extracción con los diferentes disolventes, considerándolo un método rápido y 

sencillo que no requiere de equipo sofisticado para su realización. 

Dentro del proceso de extracción se realizó una prueba comparativa adicional, la 

cual consistió en hacer- la extracción a temperatura ambiente, en reposo por 24 hr 

y una extracción a reflujo con agitación durante 3 hr, utilizando los mismos 

disolventes. Como no se encontraron diferencias considerables en cuanto a la 

cantidad de extracto obtenido, se decidió utilizar la extracción a temperatura 

ambiente en reposo por 24 hr para evitar un posible daño de los compuestos de 

interés, en la exbacdón a reflujo. 

Una vez obtenidos los extractos, se procedió al análisis de estos. cabe aclarar que 

en un principio la obtención del extracto etéreo era sólo para desengrasar la 

muestra, pero debido a que se encontró en la literatura estudios sobre el 

contenido ácido PQJmárico y algunos ésteres (t'-p-cumarato y .Z-.PQJmarato) en 

esta fracción, los cuales fueron Identificados por HPLC, espectro1netría de masas y 

resonancia magnética nuclear (Whitaker et al, 2001), por lo que se decidió analizar 

este extracto por separado. 
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Al extracto obtenido con éter de petrÓleo no se le efectuaron las pruebas 

realizadas por Whltaker para Identificar a los ésteres del ácido mencionado, por 

que a pesar de que presentan actividad antioxidante, no son compuestos que se 

encuentren en mayor propordón en la manzana; por lo que sólo era de interés, el 

comprobar la presencia de este ácido, para lo cual se realizaron pruebas 

cualitativas en cromatografía en capa fina, que permitieron la comparación de los 

ensayos, basados en un estudio previa donde se informa de la caracterizaclón de 

fenoles tales como ácido p-cumárico (Prakash et al, 1998). 

s.2 Análisis del extracto etéreo 

El extracto etéreo fue analizado independientemente de los extractos de acetona, 
etanol y agua. 

Al extracto obtenido con éter de petróleo se le realizaron pruebas cromatográticas 

en capa fina, utilizando como reveladores vainillina-ácldo sulfúrico y cloruro fénico. 

Los resultados de las cromatoplacas (figura 5.1) obtenidas utilizando estos 

reveladores, fueron comparados con datos informados en la literatura, donde se 

detectaron compuestos fenólicos mediante estas pruebas. 

La muestra del extracto etéreo contenida en las cromatoplacas, adquiriÓ una 

coloración bien definida, en la reacción con vainillina-áddo sulfúrico (púrpura 

claro), y en la prueba con cloruro férrico (naranja). 
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Valnlllina-H~ 

I 
Flg-. s.1 Cromatografía en capa fina del 

extracto etéreo para delectar compuestos tenólicos 

Los resultados son comparados con los datos de la tatJ¡a 5.2, donde se informa de 

la colorac:lón que adquirieron algunos compuestos tenólicos analizados con las 

mismas pruebas (Prakash et al. 1998), lo cual permitió comparar ambos resultados. 

Tomando los datos ele esta tabla como referencia, las pruebas ele valnillina-áddo 

sulfúrico y c:Joruro fénico son positivas para el ácido p-cumártco y CDOSiderando los 

estudios previos realiZados al extracto etéreo, donde se Identificaron por 

cromatografía ele líquidos, espectrometria de masas y resonancia magnética 

nuclear, ácido p-cumárico y dos ésteres pe¡tenedeotes a esle ácido (Whltalcer et 

al, 2001). Se conftnna que este compuesto se encuentra en et extractD obb!nido 

con éter de petróleo. 
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A esta fracción sólo se le realizaron las pruebas cualitativas en cromatografía en 

capa fina mencionadas, y los extraeros obtenidos con acetona, etanol y agua 

fueron analizados mediante otros ensayos. 

Tabla S.2 Compuestos fenóllcos simples detectados 

mediante la coloración que se produce con las pruebas de 

doruro fénico y valnillina-ácldo sulfúrico (Prakash et al, 1998) 

Utilizada como referencia para el análisis del extracto etéreo. 

Compuesto Detección 

Cloruro Féwico Valnlllina-6c:ido 
sulfúrico 

Acido gálico Púrpura Púrpura daro* 

Galato de metilo Púrpura Púrpura daro* 

Pirogalol Verde azulado Rosa 

Floroglucinol Magenta Naranja 

cateco1 Azul Púrpura 

Reso<dnol Magenta Rosa 

Hidnx¡uinona Magenta Amarillo daro* 

catequina Verde azulado Naranja 

Epicatequlna Verde azulado Naranja 

ACJdo p-cumárico Naranja Púrpura claro* 

Acido cinámico Amarillo No determinado 

*aplicación de temperatura para que se lleve a cabo la reacción 
110-120 ºC por 10-20 min 
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5.3 Evaluación de la actlvfclad antioxidante de los exbac:tas 

A los extractos obtenidos con acetona, etanol y agua, se les realizaron 

evaluaciones cualitativas y cuantitativas mediante ensayos con: 

Radlcal-DPPH, el cual esta basado en la capacidad secuestrante del radical, donde 

el reactivo es reducido por la muestra en estudia, observándose una decoloración 

de púrpura a amarillo. 

Blanqueo con p-caroteno, basado en la actividad antioxidante de la muestra (en 

este caso los extractos), protegiendo al caroteno de ser oxidado al ser expuesto a 

la luz ultravioleta, observándose en este ensayo la Inhibición del color amarillo. 

Después de la realización de los ensayos se llevó a cabo una comparación de la 

actividad que presentaron los extractos entre sí y con antioxidantes comerciales, 

con el fin de seleccionar el extracto que presentó mayor actiVldacl secuestrante y 

antioxidante, para proceder a su purificación. 

Los extractos obtenidos con acetona, etanol y agua, se evaluaron cualitativamente, 

empleando los ensayos de radic:al-DPPH y blanqueo con p-caroteno como 

reveladores, aplicados a cromatografía en capa fina (CCF), se realizaron pruebas 

con silica gel y celulosa microcristalina, observándose una mejor resolución de los 
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compuestos en la evaluación con esta última, por lo que se decidió trabajar con 

placas de celuk>sa mleroCI lstallna como fase estacionarla, para la elecclón de la 

fase móvil se realizaron vanas pruebas con sistemas de eluclón diferentes, 

seleccionando finalmente una mezcla de dldooometano-metanol en una propordÓn 

de 6:4, con la que se obtuvo una mejor resolución de los componentes contenidos 

en los extractos (figura 5.2 y 5.3). 

Racllcal-DPPH 

a b e 

FiguraS.2 

Donde: 
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La figura 5.2 muestra la cromatoplaca donde se encuentran los extractos 

obtenidos con acetona, etanol y agua, a la cua! se le realizó el ensayo de reducción 

de radical-DPPH. Las manchas de color amarillo en contra de un fondo púrpura, 

nos indican la presencia de compuestos con capacidad secuestrante, debido a que 

el radical-DPPH ha sido reducido. En la cromatoplaca se observa que los extractos 

obtenidos con acetona (a) y etanol (b), presentan una mayor actMdad debido a 

que estos disolventes retuvieran una mayor cantidad de antioxidantes polares, 

esto fue reflejado en la intensidad de las manchas amarillas de la aomatoplaca. 

La figura 5.3 pertenece al ensayo de blanqueo con p-caroteno, el cual confirma la 

activiclacl antioxidante de la muestra en estudio. En esta cromatoplaca podemos 

observar manchas de color amarillo en contra de un fondo blanco, lo que nos 

indica que él P<aroteno se oxida y pierde su coloración, mientras que los 

compuestos con actividad contenidos en los extractos inhiben la oxidación del 

c:aroteno, manteniéndose las manchas amarillas. 

Las pruebas cualitativas realizadas mostraron que los tres extractos contienen 

compuestoS con ac:tivldacl secuestrante y antioxidante, ya que dieron positivos los 

ensayos practicados, extrayéndose antioxidantes más polares con acetona y 

etanol, lo que se vio reflejado en las diferentes zonas de elución que presentaron 

las cromatoplacas que contenían a los extractos (observándose varios compuestos 

con actividad). Pero para determinar con preciSlón en cual de los extractos se 

encuentra la mayor cantidad de compuestas con activiclacl fue necesario realizar 

pruebas cuantitativas. 
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Los reactivos de radical-DPPH y p-caroteno tienen la ventaja de 5ef'" compuestos 

cromóforos, lo que permitiÓ su análisis espectrofotomébico. 

El radical-DPPH en su fonna oxidada es de color púrpura, cuando este es reducido 

por un compuesto o extracto con capacidad secuestrante, adquiere una coloración 

amarilla. 

la evaluación cuantitativa de los extractos obtenidos con acetona, etanol y agua, 

se llevó a cabo en una serie de cuatro tubos de ensayo, donde se realizaron 

reacciones con los diferentes extractos del residuo de manzana y algunos 

antioxidantes comerciales (200 ppm), con una disolución de raclical-DPPH en 

dimetilsulfóxldo, como se indica en la sección 4.3.4.2.1. 

Se calculó el porciento de actividad secuestrante, de los extractos de acetona (58.2 

o/o), etanol (62.9 %) y agua (33. 4%), así como de los antioxidantes comerciales 

utilizados, quercetina (36.4 o/o), catequlna (48. 2%), TBHQ (51.1 %), BHA (44.1 

%), ácidos clorogénico (73.7 %) y ferúlico (62.5 %), los cuales son representados 

en el gráfico 5.1. 

Todas las muestras analizadas se llevaron a una concentración de 200 ppm, de 

acuerdo con los niveles máximos permitidos por la FDA (Foocl and Drug 

Administration) y por la Secretaria de Salud, para antioxidantes en alimentos. 
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Estos antioxidantes fueron selecdonados, para hacer una comparaclÓf'I entre los 

extractos, compuestos naturales y sintéticos, y por el hecho de que antioxidantes 

como quercetina, catequlna y ácido clorogénlc:o se encuentran en mayor 

propordÓn en la manzana (Wleslaw et al, 1988). 
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De acuerdo al gráfico 5.1, los resultados obtenidos en la cuantificación ele las 

muestras mediante el ensayo del raclical-OPPH, muestran que el extracto obtenido 

con etanol retuvo una mayor cantidad de antioxidantes, esto se vio reflejado al 

obtener una mayor actividad secuestrante con este extracto, en comparación con 

los extractos obtenidos con acetona y agua, en cuanto a los antioxidantes 

comerciales utilizados los ácidos dorogénico y ferúlico son los que presentaron 

mayor actividad secuestrante. 

S.3.2.2 Evaluadtin de la acthñdad antk»ddante lnediantie Manq- con 

p-c:al'OIJeno 

La evaluación cuantitativa que se realizó con p.caroteno, confirma la actividad 

antioxidante de los extractos. 

La evaluación cuantitativa ele los extractos obtenidos con acetona, etanol y agua, 

se llevó a cabo en una serie de tres tubos de ensayo, donde se realizaron 

reacciones con los diferentes extractos del residuo de manzana y algunos 

antioxidantes comerciales, con una disolución de jk:aroteno, como se Indica en la 

sección 4.3.4.2.2. 

Los resultados ele la evaluación ele actividad antioxidante para este ensayo, fueron 

los siguientes: extracto obtenido con acetona (42.7 %), etanol (74 %), agua (22.1 

º/o), y para los antioxidantes comerciales como quercetina (41.5 %), catequlna (47 

%), ácido dorogénico (74.3 %), ácido ferúlico (36. 8%), TBHQ (39.77 %) y BHA 
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(56.1 %), los cuales son representados en el gráfico 5.2. 

También para este ensayo todas las muestras analizadas se llevaron a una 

concent:raclÓn de 200 ppm, de acuerdo con los niveles máximos permlUdos por la 

FDA (Food and Drug Adminlstration) y por la Secretaria de Salud, para 

antioxidantes en alimentos. 
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De acuerdo al gráfico, los resultados obtenidos en la evaluación de la actividad 

antioxidante mediante blanqueo con ¡J-caroteno, confirman que el extracto 

obtenido con etanol presentó una mayor actividad, en comparación con los 

extractos de acetona y agua, en cuanto a los antioxidantes comerciales utilizados, 

el ácido clorogénlco presentó mayor actividad. 

Los gráficos 5.1 y 5.2 muestran el resultado de las pruebas cuantitativas, donde sé 

pudo constatar que para los ensayos con radical-DPPH y blanqueo con p-caroteno, 

el extracto obtl!nido con etanol contiene antioxidantes más activos, presentando 

un mayor porcentaje de actividad secuestrante y antioxidante en comparación con 

los extractos obtenidos con acetona y agua, siendo también mayor su actividad 

que la que presentaron la mayoría de los antioxidantes comerciales utilizados 

(catequina, quercetlna, ácido ferúllco, TBHQ y BHA}. 

cabe mencionar que los extractos crudos pudieron presentar mayor actividad, 

debido al efecto sinergista de los compuestos antioxidantes que se encuentran en 

estas fracciones. 

Basados en estos resultados se decidió trabajar con el extracto etanóllco, para la 

separación y purificación de los compuestos que presentan actividad antioxidante. 



5.4 FnKlCionamientu de los c:ompo1ta1tes por columna 

Una vez determinado y selecclonado el extracto con mayor actividad (extracto 

obtenido con etanol), se realizó un fraccionamiento mediante cromatografía en 

columna, con el fin de separar y purificar los compuestos antioxidantes que se 

encontraran en mayor propon::IÓn. 

El fraccionamiento se realizó utilizando una columna de 5 cm de diámetro y 20 cm 

de largo, celulosa mk:rocristalina como fase estacionaria (observándose una mejor 

resolución en cromatografía en capa fina), como fase móvil se utilizó un gradiente 

de elución con diclorometano-metanol, obteniéndose 180 fracciones de 25 mL 

cada una, las cuales fueron evaluadas en cromatografía en capa fina utilizando 

radical-DPPH y sulfato cérico como reveladores, para comparar los tiempos de 

retenciÓO de los compuestos y reunir las fracclOnes Idénticas, quedando con XIV 

fracciones {tabla 5.3), de las cuales sólo cuabo {IIl, VII, X y XII) presentan 

actividad antioxidante de acuerdo a la evaluación con radlcal-DPPH. 

Las fracciones que presentaron actividad antioxidante fueron analizadas por 

cromatografía de líquidos de alta resolución {HPLC), con el fin de Identificar los 

compuestos contenidos en estas fracciones (Uster el al, 1994). 
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Tabla 5.3 Fracciones de la cromatografía en <XJlumna 
del extracto obtenido con etanol 

rracdones F~ Fracdol- CIOll 
eluldas finales actividad 

1-10 1 -
11-16 n -
17-18 m * 
19-22 IV -
23-44 V -
45-50 VI -
51-56 VII * 
57-68 vm -
69-77 IX -
78-92 X * 

93-132 XI -
133-150 xn * 
151-159 Xlll -
160-180 XIV -

(*) fracciones con actMdad antioxidante 
(-)fracciones que no presentan actividad 

5.5 Separación e identffk:acl6n por HPLC 

Para poder hacer el análisis de las fracciones que presentaron actividad obtenidas 

en la cromatografía en columna, se utilizaron estándares comerciales de 

quercetina, catequina y un extracto que contiene ácido dorogénlco, por ser 

compuestos con actividad antioxidante que se encuentran en mayor proporción en 

la manzana (Wieslaw et al, 1988). 

Las muestras comerciales fueron utilizadas como patrones de referencia en el 

análisis de las fracciones eluldas. 
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Anélisis por HPLC de la mezcla de antioxidantes comerciales 
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Giiflco 5.3 Cromatograma del análisis por HPLC de la muestra que 
contiene una mezcla de estándares comerciales (catequlna ácido 
clorogénlco y quercetfna) utlllzados como patrones de referencia 

82 

35 40 



Tabla 5.4 Registros de las señales obtenidas en el cromatograma 

pet tet ieciente a la mezcla de estándares. 

Estándar Tiempo de Relel11Ci6n Conc:enb'ación Longitud de 

(mln) mg/mL onda (nm) 

catequlna 5.71 1 280 

ácido clorogénlco 7.89 1 280 

quen::etina 26.24 1 350 

Los tiempos de retenc:ión que registran las señales obtenidas en el aomatograma, 

fueron utilizados como patrón de referencia, para la ldentif"icación de los 

compuestos contenidos en las fracciones que sé eluyen>n en la cromatograf'ia en 

columna del extracto obtenido con etanol y que presentaron actividad 

antioxidante. 
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COln~ glioosllados pn!!Slentesen el extracto obee!nldo con 

etanol 

Como ya se mencionó en los antecedentes, algunos de los compuestos de la 

manzana, que presentan actividad antioxidante son ftavonoides, y estos se 

encuentran como glicÓSiCIOS, también sabemos que estos no se comercializan como 

tales, sino como aglicones, por lo que no es posible Identificar las fracciones 

obtenidas en la cromatografía en columna, con el registro de la mezcla de 

estándares (ácido dorogénlco, catequina y quercetina), siendo necesario recurrir a 

otro patrón de referencia. 

Se decidió considerar un estudio informado en la literatura (Uster et al, 1994), en 

el cual el análisis efectuado, muestra la caracterización de los compuestos 

glicosilados de la manzana, del mismo modo se presentan los tiempos de retención 

obtenidos en el análisis por HPLC (tabla 5.5). Estos datos fueron usados CDmO 

patrón de referencia, considerando que el análisis efectuado a las fracciones de la 

cromatografía en columna, se realizó bajo las mismas condiciones. 
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Tabla s.s Tiempos de retencién obtenidos de la literatura 

(Uster et al, 1994) Utilizados como referencia para Identificación 
de los compuestos gllcosllados 

Antodanldinas, gllcósidos de quen:etina v proantodanldlna 
contenidos en la fruta de la manzana 

FlaVOllOide Tiempo de .-a6n A.-
<mlnl <nml 

Gatequlna 5.9 280 

Procianidina B.z 6.6 280 

1 ACJdo dorogénlco 8.8 280 

Eplcatequlna 11.9 280 

Galocatequlna 13.9 280 

Dihldroquercetina 17.6 280 

Proantodanidlna e,. 19.6 280 

3-galactDsido ele danldlna 19.9 530 

3-galactnsido ele quercetina 22.2 350 

3-ramnoglucosklo ele quercetina 22.5 350 

3-glUCDSido de quert:etina 22.8 350 

3-xilosido ele quercetina 23.6 350 

3-arablnopiranosido ele quen:etina 24.3 350 

3-arablnosldo ele quercetina 24.6 350 

3-ramnosido de quen:etina 25.4 350 

Floridzina 27.1 280 

A continuación se muestran los cromatogramas obtenidos del análisis efectuado al 

extracto crudo v a las fracx:lones de la cromatografía en CDlumna que presentaron 

actividad antioxidante. 

85 

1·ESi~ \_, __ ., 
FALLA DE ORIGEN 



Análisis por HPLC del extracto crudo obtenido con etanol 
0.025 ¡----------------_.:::; 

0.020 

...... 
E 
e: 0.015 ...... 
. ~ 
o 
e: 
~ 0.010 

lf~ 
.....:i 

t:r.3 
t:J~ f::rl t,.. 

... 
o 
l/l 
.o 
< 

0.005 

0.000 

-5 

" ~ ~ 
~ 

o 5 1 o 15 20 25 30 35 40 

Tiempo (min) 

Gr6ftco 5.4 Cromatograma del análisis por HPLC de la muestra que 
contiene el extracto crudo del bagazo de manzana obtenido con etanol 
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Tabla 5.6 Tiempos de retet ldón pet tet iecientes a la 

separación por HPLC del extracto crudo obtenk:to con etanol. 

ExtraclD Tiempo de Retención Concentnlci6n Langltud de 

(111ln) 111g/g onda (n111) 

17.55 350 

15.00 350 

19.70 350 

El extracto obtenido con etanol de la muestra de bagazo de manzana, fue 

analizado después de su concentración y sin aplk:arle ningún proceso de 

purificación. Este análisis se realizó para detenninar los compuestos en el extracto 

crudo (gráfico 5.4), observándose en el cromatograma señales Identificadas de 

acuerdo a los registros obtenidos para los estándares utilizados, a los <X>111puestos 

pertenecientes a ácido dorogénlco y quen:etina. Esto concuerda con los datos 

informados en la literatura, donde se identificaron gllcósidos de quercetina y ácido 

dorogénico, pero no así con otros compuestos como catequina (no presenta señal 

en 5.7 min), epicatequina y proantocianicfina que también fueron identificados en 
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estudios previos (Wieslaw et al, 1988 y Uster et al, 1994). realizados al extracto 

con metanol obtenido de la cáscara de manzana, y que no se detectaron en el 

extracto obtenido con etanol. Posiblemente por que estos compuestos no fueron 

retenidos en este disolvente, o por que las concentraciones de estos componentes 

fueron bajaS y no se alcanzan a detectar. 

En el gráfico 5.4 se observa que para la cuantificación de la quercetina, se 

presentó Interferencia de la señal de 24.24 mln, además de observarse señales con 

poca resolución debido a la naturaleza de la muestra analizada (extracto crudo). 

88 



!"z:1 

~~ 
t1 u.i 
t:t:2 ::.rJ 

ºº e¡º oz 
~ 

Análisis por HPLC (fracción 111 con actividad antioxidante) 

0.5......--------------------. 

0.4 

~ 0.3 
...... 
ro ·u 
e: 
~ 0.2 
l. 

o 
U) 
.Q 
e( 

0.1 

o.o 

-10 -5 

~ 

ª 

.. ... 
a~ 

~ g 

o 5 1 o 15 20 25 30 

Tiempo (min) 

Grllflco 5.5 Cromatograma del análisis por HPLC de la muestra que 
contiene la fracción rn (eluctones 17-18 de la cromatografía en 

columna del extracto obtenido con etanol) 
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Tabla 5.7 Teempos de retención pertenecientes a la 

separación por HPLC del fiacdonamiento en columna 

(fracción Ill) del extracto obtenido con etanol. 

Compuesto Teempo ele Retención Conclentraci6n 
(min) rng/g 

20.98 

' ~ .·. ····---·-.·· 
23.73 

Longitud 
de onda 

lnm\ 
350 

350 

Como se puede observar en el gráfico S.S, las señales que presenta el 

cromatograma pertenecientes a los tiempos de retención de: 

22.28 min conesponde al compuesto 3-galactosido de quercetina, con tiempo de 

retención de 22.2 mln de acuerdo a los datos que se presentan en la tabla S.S. 

Este compuesto se encuentra en una concentraciÓn de 243.S9 mg/g, en la 

literatura se han informado concentraciones de 160-840 mg/g de muestra, las 

cuales son dependientes del grado de maduración del fruto (Uster et al, 1994). 

La señal en 22.49 min puede corresponder al compuesto Identificado como 3-

ramnoglucosido de quercetina, el cual presenta un tiempo de retención de 22.S 

min de acuerdo con la tabla mencionada, una concentración de S10.S3 mg/g 

contenida en esta fracción, mientras que para este compuesto se tienen datos de 

concentraciones de 50-300 mg/g (Wieslaw eta/, 1988 y Usteretal, 1994). 
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Análisis por HPLC (fracción VII con actividad antioxidante) 
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G"tko 5.6 Cromatograma del análisis por HPLC de la muestra que 
contiene la fracción VII (eluciones 51-56 de la cromatograffa en 

columna del extracto obtenido con etanol) 
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Tabla 5.8 Tiempos de 1ete11dón pertenecientes a la 

separación por HPLC del fraccionamiento en columna 

(fracclón VII) del extracto obtenido con etanol. 

Com...-to Tiempo de Retención Concentración Longitud de 

(mln) mg/g onda (nm) 

10.51 350 

19.57 350 

21.04 350 

22.48 350 

Las señales correspondientes al cromatograma con tiempos de retención: 

17.65 mln corresponde, de acuerdo con la tabla 5.8, al compuesto Identificado 

como dlhidroquercetina con tiempo de retención de 17.6 mln, con una 

concentración de 42.87 mg/g contenidos en esta fracción, no hay datos 

Informados de la cantidad en la que se encuentra este compuesto en la manzana. 

La señal registrada en 22.25 min es relacionada con 3-galactosldo de quercetina 

con tiempo de retención de 22.2 mln, el cual se encuentra en una concentración 

de 464.86 mg/g, que corresponde sólo al 55 % de acuerdo con los datos en la 

literatura que Indican que se han encontrado concentraciones hasta de 840 mg/g 

de muestra (Lister et al, 1994). 
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Análisis por HPLC (fracción X con actividad antioxidante) 
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Gr611co 5.7 Cromatograma del análisis por HPLC de la muestra que 
contiene la fracción X (eludones 78-92 de la cromatografía en columna 

del extracto obtenido con etanol) 
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Tabla 5.9 Tiempos de retención pertenecientes a la 

separación por HPLC del fraccionamiento en columna 

(fracción X) del extracto obtenido con etanol. 

Compuesto Tiempo de Reliención Conc:lenb'ación Longitud de 
onda (nm) (min) mg/g 

9.16 350 

19.53 350 

20.23 350 

21.20 350 

Como se puede observar en el gráfico 5.7, la fracción analizada tiene compuestos 

con tiempos de retendÓn cercanos por lo que no se puede obtener una adecuada 

resolución con el sistema empleado, pero las señales obtenidas en el 

cromatograma son relacionadas con los datos de la tabla 5.5. 

La señal registrada con tiempo de 19.89 min, puede pertenecer al compuesto 

identificado como 3-galactosido de cianldina, la concentraciÓn no fue posible 

calcularla debido a que no se utilizó 
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concentración Informada para este compuesto es de 10-20 mg/g de muestra. 

El registro en 22.82 mln corresponde de acuerdo a la tabla 5.5, al compuesto 

identificado como 3-glucosido de quercetina, del cual se tiene una concentraciÓn 

de 94.88 mg/g, en la literatura Informan que se han encontrado hasta 100 mg/g 

de muestra en la cáscara de la manzana. 

Para la señal en 23.65 mln se consideró que pertenece al compuesto Identificado 

como 3-xilosldo de quercetina, con tiempo de retención de 23.6 mln, de acuerdo a 

los datos de la tabla 5.5. 

Este compuesto tiene una concentración de 70.63 mg/g, mientras que en otros 

estudios se han encontrado concentraciones de 9D-120 mg/g de muestra (Wieslaw 

et al, 1988 y Uster et al, 1994). 

Las concentraelones de los compuestos con actividad antioxidante en la cáscara y 

en el bagazo de manzana, son dependientes del grado de maduración del fruto, 

por lo que se encuentran diferencias significativas en las <XlOCEfltraciones de los 

diferentes flavonoldes Identificados. Poi" otro lado la mayoría de los trabajos 

existentes se han enfocado al estudio del fruto verde y no al seguimiento de la 

maduración, sólo algunos de los intervalos de concentraciones informados, están 

basados en el análisis del fruto verde y rojo; lo que justifica la diferencia de 

concentraciones que presentaron los compuestos al ser comparados con el bagazo 

de manzana. 
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Análisis por HPLC (fracción XII con actividad antioxidante) 
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Griftc:o 5.8 Cromatograma del análisis por HPLC de la muestra que 
contiene la fracción XII (eludones 133-150 de la cromatografia en 

columna del extracto obtenido con etanol) 
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Tabla 5.10 Tiempos de retet ICión pertenedentes a la 

separación por HPLC del fraccionamiento en columna 

(fracción XII) del extracto obtenido con etanol 

Compuesto 

ácido 

Tiempo de Retención 
tmlnl 

leo ., 7.47·' 
17.67 

·;. ·t9.62 
23.88 

Concentración 
mala 
0;10. 

Longitud de 
onda tnml 

.: -··;~:- '- ·. ; 280 .... -·: j':';.~~·: 
350 

:. ,.350. 
350 

El gráfico 5.8 muestra la señal correspondiente a un tiempo de retención de 7.47 

mln, la cual fue Identificada como ácido ctorogénlco con los registros obtenidos 

para los estándares presentados en el gráfico 5.3, el cual se encuentra en una 

concentración de 0.52 mg/g, mientras que en estudios previos se Informa que se 

han encontrado concentraciones de 21 mg/g de muestra de este compuesto en la 

cáscara de manzana (Wleslaw et al, 1988), la disminución en la concentración de 

este compuesto puede ser debida al grado de fermentación que se presenta en el 

bagazo de manzana. 

Otra señal que se observa en el cromatograma es la perteneciente a 19.62 mln, 

que corresponde de acuerdo con la tabla 5.5, al compuesto identificado como 

protoantocianidina 65 con un tiempo de retención de 19.6 mln. La concentración 

que presenta esta señal no fue posible calcularla, por no contar con datos 

suficientes. 
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Nota: Todas las señales que se registraron, en los cromatogramas presentados y 

que no fueron relacionadas con los tiempos de retención publicados en la tabla 5.8 

o con los registros de los estándares comerciales, no se les realizaron otras 

pruebas de Identificación por considerar que no es de Interés para fines de este 

trabajo, el llegar a Identificarlas por ser relacionadas con compuestos que no 

presentan actividad antioXldante. 

5.6 Segunda parte: Aplicación de hidrólisis quimica y enzimática 

Debido a que no fue posible aislar los compuestos glleosilados del extracto 

obtenido con etanol mediante las metodologías utilizadas, y por considerar que los 

aglicones tienen mayor actividad antioxidante, se procedió a realizar la hidrólisis 

por métodos químicos y enzimáticos de los compuestos que se encuentran 

glieosilados, para obtener los aglicones, realizar la separación y purificación para 

de esta manera ser comparados con mayor precisión, con los registros obtenidos 

en el gráfico 5.3 de los estándares comen:lales utilizados. 

Para llevar a cabo la hidrólisis enzimática se decidió hacer pruebas con extractos 

de semilla de capulin y de durazno, para ser utilizados como material enzimático, 

ya que estas semillas presentan actividad de p-glucosidasa. 

Para tal efecto se realizaron extracciOnes consecutivas a las semillas, utilizando 

disolventes de diferente polaridad (éter de petróleo y acetona), siendo el extracto 

obtenido con acetona donde se presenta la actividad enzimática (Ahyllon, 1995). 
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En la tabla 5.11 se muestra la cantidad de los extractos obtenidos de estas 

semillas, los cuales se obtienen como oleoneslnas. 

Tabla s.11 Rendimiento de extractos con actividad de 

p-glueosldasa (Obtención de oleorresina a partir de 10 g de semilla). 

Capulin (g) Durazno (g) 

Extracto etéreo 2.2560 1.9011 

Extracto con acetona 2.5513 1.7735 

En la tabla 5.11 muestra el rendimiento de la extJaodÓl'I realizada a las semillas, 

donde se obtuvo una mayor cantidad de oleoneslna en la semilla de capulln, en 

comparación con la obtenida del durazno, de acuerdo con el proceso de exbacciÓn 

empleado (sección 4.4.2.1). 

Una vez obtenidas las oleon'esinas, estas se utilizaron al igual que las enzimas 

comerciales p-glucoroniclasa y viscosyme L, para llevar a cabo la hidrólisis 

enzimática (tabla 5.12), la cual se realizó con 3 g de extracto obtenido con etanol 

disuelto en 10 mL de disolución amortiguadora de fosfatos, pH =5.0, agregando 

0.25 mL de material enzimático y manteniendo en agitación la reacx:ión en un baño 

de agua a una temperatura de 40 ºC por un período de 16 hr, la extracción de los 

aglicones se llevó a cabo con acetato de etilo, para obtener la fase orgánk:a (en 

esta fase se presentó un precipitado, el cual fue separado para su análisis 

posterior), la cual se concentró y llevó a sequedad. 
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Tabla 5.12 Comparación entre los productos hldrollzados enzlmáticamente 
partiendo de 3 g de muestra (extracto obtenido con etanol). 

Rendimiento '"' 
Fa- "-'"'nlca 5611dos 

Extracto de caoulln 0.582 0.4891 
Extracto de durazno 0.9124 0.3315 
R...-.lucoronldasa 1.0238 0.2291 
v.~~meL 1.5080 1.3916 

La hidrólisis realizada con los extractos de semilla v con las enzimas comerciales, 

presentó un rendimiento favorable del producto hldrollzado con vlscosyme L. como 

se puede observar en la tabla 5.12. 

De acuerdo a los rendimientos obtenidos en la prueba anterior, se decidió trabajar 

con esta enzima para hacer la comparación, ahora con la hidrólisis química, por 

que como ya se mencionó la separación de los agllcones contenidos en el extracto 

obtenido con etanol, se realizó mediante la comparación de dos métodos (químico 

y enzimático), determinando la calidad y cantidad del producto hldrolizado que se 

obtiene. 

Las condiciones para la hidrólisis química fueron basadas en un estudio previo 

(Hertog et al, 1992), donde se evaluaron dos ácidos a diferentes concentraciones y 

tiempos de reacción, determinándose en cual de ellas resultan menos afectados 

compuestos como quercetina y catequina. 
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Por lo que la hidrólisis química se llevó a cabo con 3 g de extracto etanólico 

solubillzado en 10 mL H;¡O destilada se le agrego 10 mL de Ha 1.2 N (HO en 50 % 

de metano!), manteniendo la reacción en un baño de agua a una temperatura de 

80 ºC por un periodo de 3 hr, una vez transcurrido el tiempo de reacción, la 

extracción de los agllcones se llevó a cabo con una extracción líquido-líquido de la 

fase acuosa utilizando acetato de etilo, para obtener la fase orgánica (también hay 

formación de precipitado, el cual es separado para posterlot análisis), la cual se 

concentró y llevó a sequedad. 

Tabla 5.13 Comparación entre el rendimiento del producto hldrollzado 

en la hidrólisis química y enzimática utilizando 3 g de muestra. 

Rendimiento (g) 

Hidrólisis química Hidrólisis Enzimática 

Fase Orgánica 1.8178 1.5080 

Sólidos 1.0749 1.3916 

En la tabla 5.13 se presentan los rendimientos de las hldrólisls realizadas, a>mo se 

puede observar la cantidad de producto hldrollzado fue mayor en el tratamiento 

químico, sin embargo, las características ñsicas (oscurecimiento) que se 
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presentaron en este, nos indican una posible degradación de los compuestos de 

interés, debido a las condiciones ácidas de la reacción que tiene el método 

empleado, por lo que se decidió realizar pruebas cuantitativas de actividad 

antioxidante, con los ensayos de radical-DPPH y p-caroteno, para poder determinar 

en cual de los métodos (químico ó enzimático), se obtiene el producto hldrolizado 

con mayor actividad. 

Las pruebas cuantitativas se realizaron a la fase orgánica (producto hidrolizado), al 

precipitado (sólidos) que se formó en esta fase antes de ser concentrada y a la 

fase acuosa, la cual fue llevada a seq~ por liofilización, para poder realizar el 

análisis de las muestras a la misma concentración. 

Estas pruebas se efectuaron bajo las condiciones mencionadas en la sección 

4.3.4.2 y a continuación se representan en gráficos los resultados obtenidos con 

estos ensayos. 
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Gráfico 5.9 Análisis cuantitativo, comparación de la 

actividad secuestrante del radlcal·DPPH en los 

Productos de la hidrólisis química y enzimática 

El gráfico muestra el ensayo reahzado con raclical-DPPH, obteniéndose 18.23 % 

para los sólidos de la hidrólisis química {HQ), 24.9 % para sólidos de hidrólisis 

enzimática (HE), 3.7 % en la fase acuosa de la hidróllsls química {H:zO HQ), 6.8 % 

en la fase acuosa de la hidrólisis enzimática {H:zO HE), 37.7 % en la fase orgánica 

de la hidrólisis química {producto hldloláado) y 49.8 % para fase orgánica de la 
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hidrólisis enzimática. Donde se observo para esta prueba, que tanto los sólidos 

formados en la fase orgánica como el producto hidroffzado perue,-=ientes al 

tratamiento enzimático, denen una mayor actividad antioxidante en comparación 

con los productos de la hidrólisis química. 
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G~ s.10 Comparadán de la actividad antioxidante 

mediante el ensayo de blanqueo CDn p-caroteno en los 

ProductDS de la hldlóllsis química V enzlmátlc:a 

Para el ensaya con P-caroteno 1epoeseutado en el gráfico 5.10, obtietemos en la 

evaluación 24.06 % para los sólidos de la hidrólisis química (HQ}, 19.6 % para 
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sólidos de hidrólisis enzimática (HE), 1.36 % en la fase acuosa de la hidrólisis 

química (H20 HQ), 4.1 % en la fase acuosa de la hidrólisis enzimática (H20 HE), 

27 o/o en la fase orgánica de la hidrólisis química (producto hidrolizado) y 41 o/o 

para fase orgánica de la hidrólisis enzimática. Siendo que los sólidos fonnados en 

la fase orgánica de la hidrólisis química, presentan mayor activlclacl, pero no así el 

producto hidrolizado, debido a que algunos de los compuestos pudieron ser 

degradados por la acidez de la reacción empleada, confirmando con esta prueba 

que en la hidrólisis enzimática se presentó mayor actividad secuestrante y 

antioxidante, esto debido a que el método enzimático permitió una mayor 

selectividad de los oompuestos hidrolizaclos, sin afectar los componentes de 

Interés, por lo que se decidió trabajar con estos productos para proceder a una 

purificación en columna. 

Una vez determinado y seleccionado el producto hldrolizado con mayor actividad 

(hidrólisis enzimática), se realizó un fraccionamiento mediante cromatograffa en 

columna, con el fin de purificar y alsla1· los compuestos antioxidantes que se 

encontraron en mayor propon:ión. 

El fraccionamiento se realizó con una muestra inicial de 3.0167 g de producto 

hidrolizado, en una columna de 3 cm de diámetro y 20 cm de largo, utilizando 

silica gel como fase estacionaria, dado que después de la hidrólisis se obtuvo una 

mejor resolución de los compuestos, en comparación con la prueba realizada en 

celulosa mlcrocristalina, como fase móvil después de vanas pruebas se seleccionó 
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un gradiente ele elución con acetato de etilo-metano!, obteniéndose 129 fracciones 

de 25 ml cada una, las cuales fueron evaluadas en cromatografía en capa fina 

utilizando radical-DPPH y sulfato cérico como reveladores, para reunir las 

fracciones Idénticas, quedando finalmente con XI fracciones (tabla 5.14), de las 

cuales sólo tres (11 HE, III HE y VII HE) presentan actividad antioxidante. 

Tabla S.14 Fracciones de la cromatografía en columna 

del producto hlclrolizado enzimáticamente 

Ftacdolies F...a:iolies Frac:dolies con 
eluldas finmles mctlvldM 

1-10 1 HE -
11-16 11 HE * 
17-20 IBHE * 
21-26 J.V HE -
27-36 VI HE -
37-47 VIHE -
48-59 VII HE * 
60-80 VIII HE -
81-92 IX HE -
93-110 XHE -

111-129 XI HE -
(*) fracciones con actividad antioxidante 

(-) fracciones que no presentan actividad 
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Las fracciones que presentaron actividad antioxidante, fueron analizadas por 

cromatografía de líquidos de alta resoluclón (HPLC), utilizando como patrones de 

referencia los registros de los estándares comerciales (ácido clorogénico, catequlna 

y quercetina), presentados en el gráfico 5.3. 

5.7 Análisis por HPLC identificación y cuantificación 

Las condiciones utilizadas para este análisis, ya fueron mencionadas en secciones 

pasadas y de Igual manera se realizaron para el producto hiclrolizado, por lo que a 

continuación sólo se presentaran los resultados obtenidos en este. 
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Análisis por HPLC (precipitado de la hidrólisis química) 
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Griflco 5.11 Cromatograma del análisis por HPLC de la muestra que 
contiene el precipitado que se formo en la fase orgánica extraida de la 

hidrólisis química. 
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Tabla S.15 Tiempos de retención pertenecientes a la 

separación por HPLC del precipitado (sólidos) 

formado en la hidrólisis química 

Compuesto Tiempo de Retll!nc:i6n Concentración Longitud de 

(min) ""''" onda (nm) 

-- 18.27 -- 350 

quercetina 26.49 15.70 350 

Como se puede observar en el gráfico 5.11, de las señales que presenta el 

cromatograma, con tiempo de retención 18.27 y 26.49 min, sólo una de ellas pudo 

ser Identificada como antioXidante, y que de acuerdo con los registros obtenidos 

para los estándares comerciales, esta señal corresponde con el mismo tiempo de 

retención que el compuesto ldentiFocado como quercetina. 

Si bien es cierto que ya se había decidido analizar sólo los productos de la hidrólisis 

enzimática, se efectuó también el análisis por HPLC del precipitado (sólidos) de la 

hidrólisis química debido a que, en primer lugar no se esperaba que se presentara 

una precipitación en la fase orgánica, y en segundo lugar por que estos sólidos 

presentaron características similares a los formados en la hidrólisis enzimática, y 

ambos a su vez eran diferentes del producto hidrolizado. 
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Análisis por HPLC (precipitado de lahidrólisis enzimática) 
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Grllftco 5.12 Cromatograma del análisis por HPLC de la muestra que 
contiene el precipitado que se formo en la fase orgánica extralda de la 

hidrólisis enzimática. 
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Tabla s.1& Tiempos de retención pertenecientes a la 

separacJón por HPLC del precipitado (sólidos) 

formado en la hidrólisis enzimática 

Compuesto Tiempo de Retención Conclentrac:lón .._...ltudde 

(min) mg/g onda (nm) 

-- 7.05 -- 350 

quen:etina 25.97 0.49 350 

En el gráfico 5.12 se puede observar claramente, que la señal registrada en el 

tiempo de retención de 25.97 min, corresponde con el mismo tiempo de retención 

que el compuesto Identificado como quercetina, de acuerdo con los registros 

obtenidos para los antioxidantes comerciales, mientras que la señal registrada en 

el cromatograma en 7 .OS mln, no fue posible Identificarla con el patrón de 

referencia utilizado, ya que no coincide con los tiempos de retención de los 

estándares analizados. 

Por otro lado consideramos que la concentración que presenta el compuesto 

perteneciente a esa señal, no es tan considerable como para justificar su 

identificación por otros métodos. 
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Tabla 5.17 Tiempos de retención pertenecientes al análisis por HPLC 

del fraccionamiento en columna (fracción II HE) del producto 

obtenido en la hidrólisis enzimática 

Compuesto T11empo de Retención OMH:entración Longitud de 

(min) mg/g onda(nm) 

-- 23.44 -- 350 

quercetina 26.34 3.27 350 

En el cromatograma perteneciente al gráfico 5.13, se observa la señal del 

compuesto identificado como quert:etina con un tiempo de retenciÓn de 26.13 min, 

el cual fue comparado e identificado, de acuerdo con los registros obtenidos para 

los estándares comerciales. 

También se registra otra señal en 23.44 mln, la cual no pudo ser identificada al 

compararia con el patrón de referencia utilizado, por lo que consideramos que se 

trataba de algún compuesto que se detecta esa longitud de onda, pero que no 

presenta actividad antioxidante. 
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Tabla 5.18 Tiempos de retención pertenedentes al análisis por HPLC 

del fraccionamiento en columna (fracción m HE) del producto 

obtenido en la hidrólisis enzlmátiea 

Compuesto Y-tempo de Reb!Hción Conclentración Longitud de 

(miin) rng/g onda(nm) 

quercetlna 26.13 743.03 350 

El gráfico 5.14 perteneciente al cromatograma de la fraa:ión # 3, elulda en la 

cromatografía en columna realizada al producto hidrolizado enzimáticamente, la 

cual para control fue nombrada llI HE, muestra una señal registrada en 26.13 min 

y que de acuerdo con los datos obtenidos para los estándares comerciales 

utilizados como patrón de referencia, fue identif"icada como quercetina. 

También se puede considerar que siendo esta señal la única registrada en el 

cromatograma, que la quercetina ha sido aislada y purificada, por no registrarse 

alguna otra señal en el intervalo de longitudes de onda establecido, lo cual fue 

corroborado comparando algunas características ñsicas del compuesto relacionado: 

Tabla S.19 Comparación de algunas características ñsicas 

del estándar comercial de quercetina y el compuesto perteneciente 

a la fracción m HE de la cromatografía en columna 

Compuesto Punto de fusión Tiempo de 1 elleilCión Color 
(ºC) {R.' 

quercetina 192-194 26.2 amarillo claro 

111 HE 193-197 26.13 amarillo claro 
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S.7..Z. CuanNlkadón 

Una vez realizado el análisis por HPLC se procedió a la cuantificación de los 

compuestos identificados para obtener el rendimiento real de la purificación. 

Tabla 5.20 Cuantificación de los compuestos identificados en el análisis por 

HPLC de acuerdo a los estándares de catequlna, ácido dorogénlco y quen:etina. 

catequina 

mg / g muestra 

Extracto con etanol ---
Fracción XII ---
Sólidos hidrólisis química ---
Sólidos hidrólisis enzimática ---
Fracción II HE ---
Fracción 111 HE ---
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ácido clorogénico quercielina 

mg / g muestra mg / g muestra 

28.67 2.41 

0.10 ---
--- 15.70 

--- 0.49 

--- 3.27 
·;· ·. 

--- 743.03 
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la tabla muestra claramente que la quercetina siendo el compuesto con actividad 

antioxidante mayaritario contenido en la manzana, fue identificado en casi todas 

las muestras, donde se puede observar que las fracciones analizadas presentan 

variaciones en la cantldad de quen:etina, debido al grado de pureza de las mismas, 

no así del ácido dorogénlco, del cual se encontró una menor cantidad. 

Mientras que la catequina, que de acuerdo con datos publieaclos (Wleslaw et al, 

1988), es uno de los compuestos con actividad antioxidante que se encuentra en 

mayar proporciÓn, no se encontró en ninguna de las muestras analizadas, dado 

que no hay en los cromatogramas registro de alguna señal que pueda ser 

relacionada con la catequlna, debido a que posiblemente este compuesto no fue 

retenido en el extracto obtenido con etanol ó por el grado de fermentación del 

bagazo de manzana analizado, ya que la conoentración de flavonoicles es 

dependiente del grado de maduración de este fruto, lo que expllearia que en el 

análisis del extracto crudo tampcx:o se encontrara este compuesto. 

En cuanto al ácido clorogénico se observó que después de k>s tratamientos de 

hidrólisis su cuantificación no fue posible, debido a una probable retención de este 

compuesto en las columnas de trabajo. 
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6 CONCLUSIONES 

•:• El procedimiento empleado en la presente lnvestigaciÓn constituye una 

alternativa para obtener antioxidantes ó fracciones enriquecidas de los residuos 

Industriales, que representan una fuente Importante y de bajo costo. 

•:• Con los métodos empleados para hldrollzar el extracto obtenido con etanol, se 

logra aislar una cantidad aceptable del compuesto Identificado como 

quercetina, que es uno de los principales compuestos antioxidantes presentes 

en la manzana. 

·=· En el bagazo de manzana los disolventes de polaridad media utilizados, 

permitieron obtener extractos con una mayor actividad antioxidante que los 

disolventes más polares. 

·=· Mediante los ensayos utilizados se establece que la mayoría de los compuestos 

presentes en la muestra de manzana que ha sufrido un pnxeso industrial, 

pueden ser potenciales antioxidantes. 

·=· Se demostró mediante cromatografía en capa fina, la presencia de ácido p­

cumárico en el extracto etéreo. 
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•!• Se demostró cuantitativamente que el extracto obtenido con etanol, retiene 

antioxidantes más polares, esto se ve reflejado al obtener mayor actividad 

antioxidante y secuestrante que la que presentaron algunas muestras 

comerciales como: quen:etina, catequina, ácido ferúlico, TBHQ y BHA. 

•!• El fraccionamiento realizado por cromatografía en columna al extracto crudo 

obtenido con etanol, sólo permitió la obtención de fracciones enriquecidas con 

actividad antioxidante. 

•:• Las condiciones establecidas para el análisis por cromatografía de líquidos de 

alta resolución (HPLC), permitió relacionar los compuestos glicosllados dentro 

de las fracciones enriquecidas, con datos infonnados en la literatura. 

•!• Se demostró que el bagazo de manzana, es una fuente Importante de 

antioxidantes naturales y que sus componentes pueden ser aislados ó utilizados 

como fracciones enriquecidas. 
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