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i.Q.-UNANI CAPITULO I- INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

1.1 JUSTIFICACION.
La preocupacién de la opinién publica por la adicion de antioxidantes sintéticos y la seguridad de los

alimentos. han desencadenado una continua biusqueda de nuevos antioxidantes que exismn en fofma

natural en Jos alimentos (vegetales semlllas, cereales y frutoq) y emre los cuale: S pueden me cxonar lo~ :

jitomates, esplnaca pxrmento verde mmanndo. qemllla de mrasol canola. grano de‘mmz manzana, kn\l.

farmaceuuca. .

Aprovechar. a luy cdéc;lrﬁ rde uy (\'a |edad Ba bera provememe de l c.:duos de Casa Pedro DOMECQ)

como materia pnma para la obtencion “d _anuoxnd.\mesrde oneen'nm ral prmcxpalmeme los de tipo

fenolico (FIavonoxdes) ;.resulta .una- alteman\" mracuvu

para ddrle valor anrezado e mcrememar la

disponibilidad de Io< anuoxndame ;

e uso comerc al am como para ob(ener esmndares de compuestos que

tienen un alto valor economlco en el mercado.
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1.2 OBJETIVOS

GENERAL:

> Aprovechar un residuo industrial (cdscara de uva, variedad Barbera) como fuente de

antioxidantes para su aplicacién en la industria alimentaria.

PARTICULARES:

v

Extraccién -de los antioxidantes  presentes en la cascara. 'de uva, (variedad. Barbera). con

disolventes de diferente polaridad (acetona-agua. etanol-agua y-metanol-agua).

Aplicacién’. de cromatogrificos _para ' la: caracterizacién y

étodos’; espectrofotométricos 'y

cuantificacion de los‘antioxidantes presentes en la cdscara de uva. -

tioxidante 'y contenido, de fenoles

Emplear 'y comparar’d “diferentes’ de” purificacion. (cromatografia en columna y

extraccion selectiva) y déﬁeﬁmnur,cual de lqé dos es mas eficiente. .

tJ
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1.3 HIPOTESIS

» Considerando que por lo general los antioxidantes a estudiar (flavonoides) presentan

caracteristicas polares, - su extracciéon con disolventes con componamienlo similur.

proporcionaran un'mdyo rendnmlemo y acu\ndad mmmo ‘que se comprobara medmme su

e\'aluamon cuahmuva y cuamuauv' :

a komexer a la cascam de uva (varledud Barhera) se espera

)
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2 ANTECEDENTES

2.1 RESIDUOS AGROINDUSTRIALES Y SUS APLICACIONES

En las distintas actividades humanas, tanto domésticas como industriales, existe generacion de residuos
diversos. que a causa del volumen alcanzado y una eventual peligrosidad. deben ser manejados
adecuadamente con e] fin de minimizar su impacto ambiemal. Los residubs agroindustriales, a pesar.de

que no tienen cardcter pelmroso pueden provocar problemas medlonmblenlale< importantes si no son

gestio nados correctamenle. Por 1ant6 la caracterizacion de los reSIduo< es imprescindible no sélo con el

isposicion’ final, sino también para su e\'aluucién‘

S| ncmles,” proteina. almidén, gomas,: ﬁbra. 'y

roducto< a parur de resnduos aumenlando la

promocionar. y:vender como alimemo paralos animale stos malerm]es, adermm de que requlere de ‘una

inversién y en'ocaﬁi nes de lecnoloz aiy, el lercero es la falla de mforrnucton que neneralmeme es dxfus.x

para el aprovech.:mlenlo y:uso de eslos derlvado> porque se en]aza eslrechdmeme mdusln 5 e\PeCIﬁCd\

que generan los <ubproducto~ @
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Algunas empresas buscan informacion para mejorar el uso de sus residuos, aunque en algunos campos

agricolas ya se han establecido negocios exitosos a base de los subproductos, algunos supermercados
compran estos. considerados en la industria como de desecho provenientes de rastros, productores de

comida, granjas. fabricas de conservas. productos de comida congelada, comida deshidratada,

industrias

niendo el‘_:’d:jxrl_";o
- mejorar la

siabnl;zucién de

algunas formul:n farmuceuucas. como suplememos ahmenucms oen co<meucoq :

W
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Material considerado para algunos de desecho, ha sido estudiado y aprovechado por otros para la

obtencidn de productos considerados como nutracetticos, probando con investigaciones los beneficios que
estos pueden aportar si son consumidos en los alimentos. entre estos se pueden mencionar antioxidantes

como la vitamina E,. los tocotrienoles, compuestos derivados de 1imén, entre otros

Con esto se abre un amplio campo de investigacién:en.el sector de los antioxidantes, con perspectivas

incluso medicinales.

Actualmente 1os consumidores

no llevar una dieta‘alimenticia bala

ada.en el consumo de friit 'y.verduras. pero exis(en "s:rupos grandes

entre la poblacié‘n qLie carecen’de este upo.d

hmemos. por ello es lmponame mtrodumr <uplememos

alimenticios ‘o fonxﬁcado como una’ rum ahema para el consumo e los’ anuoxndames. esto en forma

particular para los ¢ mpuestos : |po‘fenohco que en comraste ‘con .la mavona de los carotenoides y

vitaminas. no: se’sintetizan; quimicamenle. sino que‘necesnan'user‘ extrmdos‘deljmatena_l de ‘las frutas'y

verduras.

una necesldud en’

cuantificacion de micrOnulrieme ,orzanico. otros compuecxos func:onales Tercero 1.1 necesldad de que

los compuestos que se obtens:..\n( de ecto< resxduo< puedan ser evaluddos cundadosamenle a nivel

toxicolégico ¥
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A continuacion se presenta una clasificacién de los subproductos de acuerdo al origen del que provienen.

. 2
con los respectivos compuestos que pueden ser aprovechados @

2.1.1 Subproductos derivados de las verduras.

Estas pérdidas generalmente se preseman en productos horuco]as (por ejemplo. tallos de brocoh. tallo< de:

eléctrica .

Jitomate, * EI ’acéne‘de se{ﬁma‘ de ji

mc..uurado: <obre &odo en ac:do Imole:co. El Llcopeno es el prmcnp 1

causa el color ro_] )

ca‘ctensnco de Juomme 'ﬂe ha extraldo“' de reS|du‘ s de' pa<ta de Jntomale

aceptacion del consumndor de tales prpduct X1 cesna odavla er demostrada

Cebolla, Debido a su fuérie Qromix u‘suscepubnhdad lo: ﬁtopmozeno< los resxduo~ de la

cebolla no son convemenle~ como forrdJe Solo €8 emple.:do como ﬂazonador o bien cn1plc.:do como

fuente de antioxidantes (Luemfero us chcosudos) ‘

querceuna y s
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Aceituna. La cascara puede reutilizarse para la recuperacion de aceite de oliva (rico en dcido oleico y

linoleico). La cdscara seca se utiliza como combustible o para alimento de ganado. Las aguas desechadas
del aceite de oliva son ricas en compuestos antioxidantes naturales por su comemdo en a-tocoferol

(vitamina E) y en polifenoles, cuyo componente principal es el tirosol. Su color dorado verdoco se debe a

los residuos de clorofila y pigmentos carotenoides ¢

betacxanma el acndo

Papa. Las cascam s son el res duo que se obnene en mayores canndades de Ios procesos de la pap.x. Se ha

moﬁtrado que los extractos acuosos de' Ia cascara qon una fuenle de dCldOS fenohco<.. acndo clorogemco.

acido cafelco acndo ‘feruhc quercelma v kaemferol ademas de fueme de almldon
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Industria_del chocolate. La cantidad de residuos es grande. sus principales industrias generadoras son

leches de chocolate (malteadas). chocolateras. galleteras, golosinas, etc. Una de las principales
aplicaciones de estos residuos es como suplemento alimenticio por la cantidad de antioxidantes naturales
que contiene ({(+)-catequina, (-)-epicatequina y dimeros de procianidinas), ya que ayudan a disminuir el

colesterol, y a prevenir enfermedades cardiovasculares y cincer ‘'

El maiz es procesndo a menudo por mohenda‘humeda que se usa en’la fabncacnon de _]arabe de maiz.

y antioxidante:

Durazno. I.a seml]la es empleada como suplemento ahmemnc:o ya que es fuente rica de vitamina B4,

antioxidantes como querceuna. kaemferol y mlrecmnd s

Industria azucarery Medulu de cana ( acndo< feruhco clorogénico) V.

':‘alta \’.Al'lablllddd en la compo<|C| ndel pom..\ce (ca<cara) de manzana N lus posibles

Manzana, La i

estrategias de uuhzacxon han sldo re\'1<ada< rec1enlememe La produccnon de pectina es considerada la

9



2!’.0.-!&\"‘!\1 CAPITULO I1- ANTECEDENTES

manera mas razonable de utilizar el pomace de la manzana desde el punto de vista econémico y ecolégico

' Por otro lado ha mostrado ser una buena fuente de polifenoles. que se localizan predominantemente en

las cascaras (acido clorogénico, acido ferilico. (-)-epicatequina, procianidina B2, quercetina-3-glucosa) y
se extraen en el jugo a una magnitud menor. La explotacién comercial para la recuperacién de estos

compuestos parece promeledora. Los efectos de los pohfenole<. de la manzana mhnben lacaries-por

estreptococos. por lo que podnan aphcarse en cremas‘demales a. By

t dade' que s 'pr cesan en la mduslna de Io \jgo una mdthna ’

'a caras’ res:duales membran..\s.

‘pifialyva que e. h.x demoqmdo qu ésle,liene

propledades anuox danles ( (+)-cmequma (+)

para oblener enzimas proteohl:c.1< 2
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Papaya. Aporta vitamina C ademas de muchos B-carotenos. De la papaya se obtiene una enzima

proteolitica (Papaina). usada como ablandador de carne y como agente estabilizante en la industria de
bebidas y pinturas, se recupera del litex de la papaya. en gelatinas para aumentar su solubilidad. para

procesos de curtido de cuero. De las semillas de la papaya se obtiene un aceite que es rico en acido

linoleico (65 &) M.

Plawano. Rico en vxtamma A comple_]o de vi amma B y vnamma C Algunoe produc(ores le han dado una

valor aure:mdo a su< s bprodu S como ejemplo podemos mencionar el la]lo y cascara que se emplea

de’ loneladas“de u’ resnduo se producen al ano a m\'el mundml L -este
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Debido a esto se da énfasis al uso de residuos como fuente de antioxidantes, siendo el orujo de uva

(cascara v semilla) el mas prometedor. por el contenido de compuestos de tipo fenélico. como los

flavonoides.

2.2 ORLLJO DE UVA Y SU COMPOSICION

Los principales derivados industriales del fruto de la uva son el vino y el zumo natural. La vinificaciéon

consume la mayor parte de produccion de uva. de esta forma se obtiene una gran cantidad de residuos

industriales ",

Detl tratam:emo de la.uva para producir vino ee obuene un reclduo o remanente llamado oru_)o de uva,

obieniendo resultados salisfa{:lorios en' cimnto a’su

v dad an oxxdame conre ‘pec o ,dmioXidame's de

uso comercial (BHT. TBHQ EKC) adem.:s de que es fuenle de acndo tartdrico v olro< mgredleme< A

12
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La calidad del orujo de la uva esta basada en la madurez de las uvas en la vinificacidn, calidad del vino

producido. volumen alcohélico. cantidad de uva y vino que contiene. y en el sistema que se ha usado

para obtener el vino ''"\.

2.2.1 ESTUDIOS REALIZADOS AL ORUJO DE UVA (ciscara v semilla)

Entre las variedades de uva que se han analizado se puede mencionar la Merlot, Thomson ’<edle<< -Flame

seedless y black seedless, entre los compuestos que se han encontrado en este upo de vanedade\ estin -los

flavonoides (catequinas, resveratrol, procianidinas B1, B2, B3, B4, eplcatequmas ‘asi’ como c.xlato< de

epicatequina y en menores cantidades galalos de catequmas) pero lo< resultados solo se han reponado

como concentracmnes de fenoles totaleﬁ (no se’ especnﬁca la; canudad de cada: anuoxldame). S|endo la

black seedless la que uene mavor con(emdo (9"0 mg/ Kg) “7‘

Estos pohfenoles h.\n s:do extraidos de’los:tallos ‘'’ cascara'y: semillas de orUJo de uva (18, 19, 2°‘.' usando

(25.20.27)

Después de oblener los compuesxos en forma mdnvldual (monomero< ol 6meros pohmerox) se reahzan

pruebas para saber que tan efecuvo< son e<lo< en'cuanto a su capucndud dnuoxld.m(e (melodo de blanqueo

13
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con f-caroteno)., actividad secuestrante (radical-DPPH y ABTS™ ), y contenido de fenoles totales (Folin-

Ciocalteu . Trolox y método de Davis) correspondientes a equivalentes de dcido gdlico o 4dcido tanico 9.

26,29, 30, 3.1

Para conocer el origen de este residuo, se explica a continuacién de manera breve la produccién del vino,

asi como su composicién; ya que la cantidad de antioxidantes polifendlicos en el vino, asi como en su

designacion de vino de

mesa. acompafando lo

liberando su jugo. Esta masa _)ugosacombuesta,de pulpa;ise

depésito de fermentacion (que puede ser de acero inoxidable: cemento’o madera)

depdsito. separindolo del sombrero.-La pasta s6lida‘o-sombrero”se enviara a la prensa para obtener

vino de prensa. mismo que se afadira al vino joven en menor o mayor proporcién ‘2%

14
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-

Una vez terminado el proceso de fermentacion y después de un filtrado y clarificado, una parte se

. . - . [ 8. 33
embotellard y la otra se introduciri en barricas de madera para su envejecimiento ' '

2.3.1 Composicién quimica del vino,

El vino contiene una elevada proporcion de agua el resto del liquido esta dado por el alcohol etilico. Los

sales mmeralec. y vnammas emre oxro<) le

200 componentes de esta bebida (glucésidos. hpldos prondos,

confieren propiedades altamente benéficas pdra el cuerpo humano ya que la mteraccnon “de eﬂ(.mA

sustancias quxmlcas encierra para el orgamsmo cuando SF l ceren vinos’ COD

moderacién %,

Los compuesloq del vino que se con5|deran |mponanles para este xraba_]o son Io< mnmoq. eabor Y color. )'u

que laq caracteristicas de los extractos crudos de anuox:dames dependen de eqtom A conunuuc se

describen brevemente.

Tanino

La formacion del 1anino en la uva va acompafada por.la utilizacién de los azucares. Otros componentes de

El sabor es urnu"l}‘erilccnén comple de ]os recep(ores olfauvo< y del guslo. Much s'su <lancias comribuven a

dar el sabo'r,dé ia 08 %abores pnmano< de lo< azucare< (dulcex) ) acndos (aﬂrlos) son - los

dommanle En un meno e cal.x el lanmo mﬂuve en 1.1 aslrmcencm del fruto

por ‘tanto cn su \ubor. unu -

cantidad pequena de tanino: da'a las uvas-ya'su _|u20 un gu<(o una porcnon mayor vuelve aslrmgeme

al fruto (a%pero) y.otra demdm.\do pequefia produce un sabor hgero.

15
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El sabor no se determina por las cantidades efectivas de azucares, 4cidos y taninos presentes, sino por las

cantidades de estas sustancias en su relacién de una con otra: una cantidad de acido o astringencia puede
producir un sabor poco agradable en las uvas que estén bajas de azicar y un sabor agradable en uvas que
tengan mucho azicar. Las satisfacciones que se obtienen al comer diversas variedades de uvas se deben,

principalmente, al aroma y al sabor de los consutuyemes olorosos combmados 28,

Color

influido por la ac:dez. el pH el tanino v.el hlerro Lo azul.sdo del tinte se acentia por el lanmo ‘;‘
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Los principales constituyentes fendlicos del vino con capacidad antioxidante son derivados de los acidos
fendlicos. acidos cinamicos y tirosina, estilbenos y flavonoides. Se encuentran en mayor concentracion en
vinos tintos que en vinos blancos (tabla 1

Tabla 1. Compuestos_fendlicos en_la uva tinta 2

CAPITULO 1I- ANTECEDENTES

Compuesto Tallo Piel Pulpa Semillas
Acidos benzoicos - 0.02 - -
Acidos cinamicos - 0.02 - -
Flavonoides - 0.01 -

Antocianos - 1.1 - <
Leucoantocianos 0.6 0.9 0.05

Catequinas 0.5 0.5 Lo

iaeh”‘(‘_Cc;v-’Ci:.:-vC«‘;i ¢omo lo son

son amarillos y se encuentran

como monoglucosidos %516

Fig. 2. Acidos Cmamnco:

- Q-;\éiAdo‘curi'-‘ér'ico (R;-R‘-H)
“:Acido’cafeico (R=OH. R’=H)
““Acido ferillico (R=OCH;:. R"=H)

Fig. 3. Acidos Benzoicos ‘**%

R L p-Hidroxibenzoico (R=R =H)
Acido Vanillico (R«OCH:. R ‘=H)
Acido gilico (R= R '=OH)

17
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De manera general la industria vitivinicola en nuestro pais (México) se encuentra distribuida de la

siguiente manera.

2.3.2 La viticultura en México.

Las primeras noticias fehacientes de vifiedos formalmente establecidos en México se tienen de Fray

Toribio de Benavente (Motolinia) entre los afos 15’%6 y’1541 dﬁe manifiesta’que’a cuatro leguas de

Puebla de los Angeles. en la Vega de Val de C' bqo existian vifas. junto con huertas

arboleda: También

se sabe que ya en 1541 en tierras de‘ Mlchoaczm ‘existian

plantaciones *a fin de que los

las siguientes regiones %',

Regidn Zonas
Sonora Hermosillo v Caborca
Central

Aguascalientes v Querétaro

Valles de Calafia y Guadalupe. Zona de Tecate, Valle

de Santo Tomas. San Vicente v Valle de Mexicali.
Comarca Coahuila
Lagunera

Baja California

Una de las regiones mas importantes es la de Baja California: en estos \'iﬁed“sSe loéaliza la mas

importante vinicola en alta capacidad y tecnificacién que es . la Ca<a P drojDomecq. iS t.xmbnen lax

vinicolas L. A. Cetto, Mome Xanic y Bodenas Santo Tomads. que ‘asi mismo. producen vinos de calidad.

18



2 F.Q.-UNAM CAPITULO 11- ANTECEDENTES

La Casa Pedro Domecq ha sido protagonista importante en el desarrollo y tecnificacion de las regiones

vinicolas del pais asi como en la elaboracién y mercadeo de productos procedentes de la uva: vinos

blancos, limpios, frescos y afrutados: en vinos tintos, vigorosos, secos, ligeramente austeros pero no

. - - a
demasiado tanicos ©.

2.3.2.1 Variedades de uva en México

Las principales variedades de uva que se cultivan en'México son:

Cepas blancas

Chardonnay.

Celebre y noble, ficil de culuvar. re%mleme. vmorosa y generalmente producnva en la mayona de los

suelos y climas. La uva Chardonnay procede de la’ reglon de Borgona, en Francna. Exllosa lamblen por <u

Y agradables. hasta los majestuosos yhcorosos vmo's de ‘saulemes o)

19
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Chenin blanc

Una cepa de alta acidez y potencialmente de gran longevidad que procede del valle de La Loire. Vinos
redondos, alcohdlicos y con perfecta aptitud de envejecimiento son los grandes blancos que maduran

lentamente. Segun la afade, esta variedad nos puede dar una gran gama de vinos que van desde los

espumosos de una sequedad extrema hasta las cosechas ble maduras y.con unos restos dulces baqmme

Cepas tintas

Barbera

Variedad tinma. En su busqueda por mcorporar nuevos: esnlox a BaJa Calnfomm \e mlrodmeron a-los

vinedos de la reg '6n un lmponame numero de varnedade< del none de Ttalia. Vanedad de co\or intenso. un

acusado sabor fruludo no exento de una buena dosis de Aacndez. u‘n bajo contenido u‘mico y un acabado tan

20
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astringente como seco. esta uva ofrece todo su esplendor cuando es joven. Da vinos robustos. de tono

P . a
sombrioc. muy apreciados "’

Viognier

Tipica de las Cotes-du-Rhone septenmona]es en Francm. produce vinos muy aromaucoc. como los

Condrieu o cote Roue. Aunque es: una uva poco producuva ofrece gran potencm arornauco que recuerd.x !

en vinos JOVCI"ICS a las violeta, durazno< y chabacanos. pasado el uempo. ‘a m:eles Yy especms Tambnen se
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sorprendente con algunas notas vegetales. En sus sabores encontramos las ciruelas negras. confituras de

frumbuesa y de moras, rosas, especias y de pastel de frutas **' .

Mision,

Variedad antigua de México. que se sembraba en las misiones de California. Adecuada para la produccién

de vinos tintos ligeros. Fue llevada a Argentina para iniciar su viticultura, con el nombre de Criolla'*

Pinor Nmr

19
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Caberner Franc

Considerada por muchos anos como la hermana menor de la Cabernetr Sauvignon, su temprana
maduracién la hace apropiada para las zonas frias como Saint Emilion. Esta cepa produce vinos mas
ligeros. vivos ¥y menos tanicos, con un caricter vegetal y herbaceo, evoca frutas frescas como la frambuesa
o matices florales como la violeta: con la edad pude desarrollar notas de fruta y un pequefio toque

ahumado **

En general los vinos de esta cepa se Ull]lZd para ensamblar on ¢ lfo en ’esp'eciul con los Cabernet Cheval

Aut.-Brion. Otro de los zrandec bordele<e<

2.4 FISIOLOGIA DE LA UIVA

La botdnica sistematica sitda a la vid en ]a mas 1mponame aerupacnon del remo ves:elal las Cormof'ms

(plantas con raiz, tallo y ho_)d. autotrofzﬁ con cloroﬁla y reproducc:on conql:m(e sexual ademas de la

vegetativa): Tlpo F.merox:amaq o Espermaﬁta% (plamas con ﬂoreﬁ y <em|11a<). subupo Anmospermas'

las cultivadas) @5

El fruto de la vnd la uva, h.x sldo muv aprecmdo por. el hombre desde la’mis remota antigiiedad. Como

fruta, por sus buends caracteristicis nulrm\'ua. exceleme eabor y aroma. -

]
]
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Las bayas tienen un peso unitario del orden de 1 a 2 gramos, pero pueden llegar hasta los 4 gramos.

Cada baya estd constituida por un hollejo, que es una piel o pelicula delgada y eldstica con una delgada
capa cerosa que hace resaltar el aspecto de la baya e impide pérdidas de agua y dafios mccinicos, de ésta
forma el hollejo contiene la mayor parte de los constituyentes del aroma, color yi's'abor; “un mesocarpio

carnoso. y _,ugoso o pulpa' y dc un endocarpio, tejido que recubre las oquedadeb donde se alo_;an las

! scmlll.\s o pepltas que pr.xcucameme ‘no se diferencia del resto de la pulpa. Lae proporcuoncs relanvaq dc

piel, pulpay semlllas son, rcspecuvamemc 6-10,80-90y 1-6 % 579,

Holicjo

Scemilla

Puipa

La piel sc denomma tdmblen pecllejo u hollejo y esta formada por una cpndermxs y unas capas de células
subyacentes: son 1mporlzmtes en ella los pigmentos amarillos y rojos y las ﬁustancm; aronmucas. Los

:mlocmnos salvo raras exccpcnones, estin localizados en la plel de las uvas’ lmlas. pcro en’ casos

excepcxonales la pulpa puede estar también pigmentada %3,

La pxe] uene un lmport.mle papel lecnologlco (tabla 2), aportando sus componenles al moxto yal vmo. en

nmyur o cn mcnor proporc 6n segin el proceso de eluboracion scgundo. el color y lz\ aﬁtnngencu dc los

m:smcm depcnden dc Ia forma en que sc reahza la extmccnon del moslo

Tabla 2. Commsncn‘m e importancia de la_picl

Ceras
Colorantes: .
Carotenoides en uvas blancas. " | Define el color del zumo.
Antocianos en uvas tintas ;"
PIEL
Taninos . Astringencia, pardeamiento y precipitaciones
Actidos Fendlicos o enturbiamientos.
Aromas Define el aroma del zumo.

24
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El color de la piel de la uva se debe principalmente a los antocianos, también se modifica por la formacién

de complejos con taninos. flavonoides y polisacaridos. Los antocianos de la uva, junto con las catequinas
v otros compuestos fenolicos son antioxidantes. captan los peréxidos celulares. retrasan el envejecimiento

. . - .. . - Py 3
celular e inhiben la oxidacién de las lipoproteinas LDL plasmiticas y de las membranas ‘%'

La mayoria de los compuestos que inlegran a la uva .son ‘considemdos aditivos naturales. en. mayor

importancia los annoxldameq (derivados pohfenohcoﬁ) son motivo de esludlo en e<(e (raba_\o.

pero para ello debemo~ entender lo que significa el término admvo en ahmemo<.~ T

2.5 ADITIVOS PARA ALTMENTOS

Un aditivo es una sustancia o mezcla de sustancias dxferenleﬂ‘al-ahmenlo que se encuemran ‘en el mismo.

como resultado de produccién. almacenamiento o empa ad nadldo m encnonalmeme para lom‘ar ciertos

beneficios como mejorar el nivel nutritivo.: conse frescura. lmpedlr el detenor0~por

microorganismos o insectos, generar alguna propledad seneorml deseable o blen como ayuda de proceso.

Su uso se debe lxmnar a las cuslancms que han demo:lrado un b neﬁmo al conﬁumldor y'en c..mo de

prefieren conmderarlo, :

especifico " ‘ i R

8
h
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Al hablar de aditivos. muchas veces implica peligro para la mayoria de los consumidores. ignorando los

beneficios que de ellos se obtienen., por esto hay resaltar que algunos compuestos se emplean para
aumentar el contenido nutricional, evitar la formacién de téxicos, evitar intoxicaciones. reducir costos de
produccién. aumentar la disponibilidad de productos e incluso por razones de conveniencia y apariencia.

Es decir que se debe conslderar el balance entre riesgo y beneﬁcno al emplearqe aditivos. El riesgo se

define como la amenaza a la vida'o'a la ealud humana po! ‘el uso de qulmlcos mxemr:u que los beneﬁcno<.

c) convemencm. y

d) proporcxonar muyor dmpombllldad de dllmemos.

En términos generales al productor le represenla un llempo mayor de almacenamiento: mientras que para

el consumidor le puede smmﬁcar menos deﬁperdlmos a<| como senurldad en el consumo de dllmentos B

2.5.1 Clasificacién de 1

Los aditivos se pueden clasificar principalmente en tres grandes gi‘upos: '

a) Aditivos que mejoran las propiedades organolépticas’

b) Mejoradores 'de la textui‘a de ]o< ahmemos

c) Aditivos que xmmden o retra<an allerac:ones de lo: ahmemos @an

Dentro de este” dltimo, zrupo qe encuenlr.m lo< anuomdames. los cuales su funcién se describe a

continuacion de manera mas demllddu.
Para conocer el pape] que ﬁenen loS_ antioxidantes en-los:alimentos.y en el cuerpo humano se requiere

saber como ‘se lleva a cabo la oxidacidn v los productos que de esta se derivan (radicales libres).
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Reacciones de tipo redox son la base del mecanismo de oxidaciéon que tiene lugar en miiltiples procesos

fisiologicos, asi como de los alimentos, dando lugar a la formacién de radicales libres (RL) |

Los procesos normales del organismo producen radicales libres como el metabolismo de los alimentos. la

respiracion y el ejercicio. También estamos expuestos a elementos del medio ambiente que crean radicales

libres como la conlaminacién industrial,- 1abaco radiacién, medxcamento<. admvoc qu1m1co< en los

alimentos procesados ¥y pesuc:d;m solo para nombrar los mas'comun

(39, 30

mgnos o malignos (cdncer) "

diabetes mellnus. enfermedad penodoma colitis: Ulcerativa. aterosclerosis. fallo renal crémco ¥ muchu.\

otras.
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No todos los RL son dafinos. Las células del sistema inmune crean radicales libres para matar bacterias y

virus, pero si no hay un control (ejercido por los antioxidantes). las células sanas pueden ser dafiadas.

A nivel de alimentos los RL son origen de la auto-oxidacién de los lipidos por accién directa del oxigeno
sobre las dobles ligaduras de los acidos grasos insaturados. con la subsecuente produccién de los
hidroperéxidos 7 % % | Esta reaccién de oxidacién de los lipidos ocurre a ravés de un mecanismo en
cadena por los RL ) Vcbo;nstbzrxyjdet"ires‘ pasbs ;;rincipalmeme: iniciacién, pfoébg@:éién 'y'wt'e‘rmi‘r‘méic‘:"m.» como se

muestra en el cuadro 1.

Cuadro 1. Reacciones de oxidacién de los lipidos "’ .

Luz. A, trazas de metal
—_—

RH R + H- INICIO
R'+QOy ————  ROO

ROO'+RH ———— & ROOH +R" PROPAGACION

R+ R e RR

TERMINACION

Paru evitar que esteltipo de reaccione

los antioxidantes.

W
o
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2.6 _ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son sustancias que tienen la capacidad de inhibir la oxidacién causada por los radicales
libres. Fisiolégicamente hablando acuian a nivel intracelular y otros en la membrana de las cé€lulas,
siempre en conjunto para proteger a los diferentes érganos y sistemas @

A nivel alimenticio los antioxidantes son sustancias que retardan el comienzo o disminuyen la velocidad

de oxidacién de los materiales auto ble

factores tales ‘como la: facilidad de incorporaciénia los alimentos.

producir alteréciqnes del color.u olores,desagﬁxd’ables, la'disponibilidad y’el‘i:os_to :

2.6.1 Caracteristicas de
Potencia. Cada uno de’ ellos presenta una capacidad o potencia para inhibir-la rancidez én‘un de:lerminado '

sistema lipidico. 1@ cual depende de la facilidad de donqciéﬁ bv‘dve‘pi'o‘t nes'de a’c‘u'erdo/c'onvq_ _hé!ééﬁlh v del

medio que lo rodea: esto.es. esta caracteristica varia ¢

4
Solubilidad. Parix que cumplan con su funci

fase lipidica.:iya’ qué‘de”(“)lr;; rﬁqhelja no. podr an:

on-uceites v grasas puras. Por

5s. con un porce

ntaje elevudo de ugui. requieren
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La solubilidad y la distribuciéon homogénea del antioxidante son muy importantes: en ocasiones, aunque se

adicione se inicia la autoxidaciéon en los sitios intermos del alimento que carecen del aditivo por una
deficiente homogeneizacién. La mayoria de los antioxidantes se usan en una concentracién menor de 200
ppPm, situacién que es complicada, ya que resulta dificil colublhzar y dlstnbmr e%la fraccnon an pequenn

5
en un aceite puro, o mds aidn, en un ahmemo con una composncnon muy omple_]a “""_ :

Tendencia a la coloracién.. En determinadas'circunstancias.

OSCUros: esta tmnsformacn

que no tienen gfeéld en’ la:

primeros indicios de la autcoxidacion Py

pH del ahmenlo. En aeneral Io< .muoxxdame< fenohco.

uenen mas caracter dCldO que bdﬂco por lo que

son compaubles en producms con pH menor de 7 d]ﬂunos como el Edldlo de propilo. se inactivan en

30
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condiciones alcalinas como ocurre en las mantecas usadas en la panificacion. que son de naturaleza
alcalina "7,

Temperatura de proceso. Cada antioxidante tiene una temperatura a la que se volatiliza, lo cual es
preciso tomar muy en cuenta si se emplea en aceites para freir, pues esta operacion se lleva a cabo entre
180 y 220 °C: si por efecto de la aha temperatura se pierde el antioxidante, ocurre que el lipido se.vuelve

mas susceptible a ia oxidacién

ue:ocasiona’ una

iciones que alteran a los

en orialé. Qe’lylavlin*nér’u:vo.
lbri;yeln;o‘.xb pdfd inéqﬁwaur" el

Tas rekbgciu.x ;]‘pe td‘érb-en ser
s rlv'ééfm‘i‘n QUei .se},yaplica‘,en la

superficie de las galletas. Los . antioxidantés” también  se’ usan mezclados' con alguna ‘goma. o con

21
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emulsiones, de manera que se pueda utilizar en el exterior de los alimentos muy himedos, como son las

cames.
d) materiales de empaque. Muchos alimentos se conservan mejor cuando su envase esta tratado con algin

antioxidante. ya que este puede emigrar hacia el producto, o inhibir la autooxidacién en caso de que la

grasa se vaya al envase.

)

lipidos

de -las “vitaminas.

su

S I adncalex xmermedlo,

de posiciones dpropmdus par.x ser al.ncudo por el oxmeno molecular
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2.6.2 MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIOXIDANTES

En general los antioxidantes pueden actuar por diferentes mecanismos:

- Deteniendo la reaccion en cadena de oxidacidn de las grasas.

- Eliminando el oxigeno atrapado o disuelto en el producto. o el presente en el espacio que rodea al

alimento.

Eliminando las trazas de ciertos metales como el cobre o el hlerro. que facxlnan la oxndacnon G

Los que actian por los dos pnmeroq mecanmmos son'los anuox:dantes propmmeme du:hoc (F:e 4).

R-0-0-H
R

: \ TESIS CON
o- FALLA UE ORIGEN

— — - a

Aqui se muestra como el antioxidante cede un H a un radical de la grasa y se transforma en un radical

fendlico que no se propaga porque se eslabilizuL por resonancia. rompiendo asi lu propueaci'n

cadena. El radical estabilizado del antioxidante: no es cupaz de commuur con, a c.ndnnd de r'dcmonev’

radicales. gue queda imerrumpidu. De-és’ié 'modo. el efeclo muluphcador del mecamsmo qued.x anulado v

con solo pequed mas canudddes de fenoles. se remrdd consnderabl;menle 1.: 4U100 ldacwn
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2.7 CLASIFICACION DE LOS ANTIOXIDANTES

En cuanto a la clasificacion de los antioxidantes hay diferencias entre autores, pues algunos los clasifican
en primarios y secundarios, por el mecanismo de accién y otros por su origen. a continuacion se muestra

un esquema con la clasificacion de acuerdo al origen de estos.

(  BHA
“BHT:
Sintéticos TBHQ

- PG
Antioxidantes 7' <

Tocoferoles

Acido Ascdrbico
Carotenoides

Compuestos Polifendlicos.

Naturales

2.7.1 ANTIOXIDANTES SINTETICOS

El grupo mas importante es de los fenoles sustituidos. y sobre todo. el bulilh'idro‘x‘ianisol (BHA) .y el

butilhidroxitolueno (BHT), la diterbutilhidroquinona (TBHQ). entre otros e<tan los éteres del”ﬁcid’o‘ gdlico.

Estos en cantidades mayores de adicién en los alimentos pueden resultar téxic ' con costo mas elevado

4], a3,

2.7.1.1 BHA Butilhidroxianisol

Es uno de los antioxidantes mas empleados en la inidus’trri:‘s'de“l;(:)vs alirﬁéh;os; cropslilui_d‘o p;’r:una mézela dé
dos isdmeros (2-terbutil- 4-hidroxianiso! y 3-lefi'b:mil-é.t-hic’irc'>xianiso] )

Es altamente soluble en grasas y aceites e in.sc‘)lu\‘ﬁ]e"en agua algu‘rbms veces'el BHA residual transmite
ciertas propiedades a los alimen}lo‘svd»ur'un‘l‘e‘l'u:'c‘o:‘c'cric';rya ogel‘ffeidb. j pﬁeden desurrollar un cofo? roSu en

presencia de metales alcalinos en los-alimentos procesados.
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Es empleado en una amplia variedad de productos como: grasas, aceites. papa deshidratada. dulces.

aceites esenciales. bases para goma de mascar, materiales de empaque para alimentos, productos de
panaderia asi como productos derivados de cereales. Se utiliza para proteger las grasas utilizadas en

reposteria. fabricaciéon de galletas, sopas deshidratadas. etc.; se emplea en concentraciones de 0.02%.

algunas veces actita en sinergismo con otros antioxidantes como los galatos, tocoferoles.. BHT. TBHQ.
dcido citrico y dacido fosférico.  Enicarne

concentraciones ‘de 0.01%. en combinacion” con:tripolifosfato de:sodio.y. acido ascérbico retardan.el-

shidib ados’de carne. de res. puerco .y

pfol‘ n'gﬁr ]a \’xdardé‘anvaquel.

fecto de ciertos carcinégenos sobre animales de

experimentacion, p‘blencmnd‘o'o inhibiendo su’acciéon énmhcnony-del carcindgeno -de que se trate. Esto

puede estar: relacionado con-su-actividad sobre!’l

truyen a’'ciertos carcindgenos “*!*,

OMe*

OH

Butilhidroxianisol (B.H.A)
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2.7.1.2 BHT Butilhidroxitolueno

Es ampliamente usado en los alimentos y es similar al BHA en muchas propiedades. es altamente soluble
en grasas y aceites e insoluble en agua. Tiende a formar una coloracién amarilla en los alimentos en

presencia de iones de hierro en los alimentos o en el material de empaque.

Sus aplicaciones son similares a las del BHA, tiene funcnones smermstas con BHA, TBHQ y quelame<

Terbutil Hidroxitolueno
(BHT}Y
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2.7.1.3 TBHQ Terbutithidroquinona

Es muy efectivo en las grasas y aceiles, especialmente aceites crudos vegetales poli insaturados. Los dos
grupos hidroxilo son los responsables de esta actividad antioxidante, es estable a altas temperaturas. es

poco soluble en agua y no forma complejos con el hierro y el cobre. Es altamente soluble en grasas.

aceites y algunos solventes.

las grasas'y aceites..Tiene funciones sinergistas’con el PG:'BH

acido citﬁéq ’,y E.DTA

algodén.:soya unque si_hay: presencia de otros antioxidantes puedese

alimentos; | o citrico es‘efectivo’en margarinas. En concentraciones al 0.02 %

incremental
papas. los’ b)a’l;ih

protegiéndolos de la oxidacié

material de empaque de los alimentos. “1 ici e. sabores

aparicion de olores y ,colores"’nddeSe’ables en

OH " CH,
Terbutil hidroquinona
(TBHQ)
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2.7.1.4 Galato de Propilo (PG)

Su propiedad tecnoldégica mas importante es su poca resistencia al calentamiento, por lo que son poco
utiles para proteger aceites de fritura o alimentos sometidos a un calor fuerte durante su fabricacion, como
las galletas o los productos de reposteria. Por su parte, el galato de propilo es algo soluble en agua. y.’en

presencia de trazas de hierro, procedentes del ahmemo o del equnpo utlhzado en el procesado da lugaralia

aparicién de colores azul o

pescado y en queso fundldo

COOC,H,
Propil galato
(PG)

2.7.2° ANTIONIDANTES SINERGISTAS

El fendmeno de sinergis
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COOH
H-C-OH
NaOOC-H,C CH,-COONa
He-g > N-CH,-CH-N <
CooH NaOOC-H,C CH_-COONa
Acido tartarico Etilen-diamin-tetra-acético (EDTA)

2.7.3 ANTIOXIDANTES NATURALES

uva &3

2.7.3.1 Tocoferoles

'compuest S, ,se ve gmﬂuxda

metilo unidos al»umllo aromidtico.’

la cadena. con dobles enlices ¢ 3 o ¥y 1 1‘ 37 "",
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La actividad antioxidante de los o.B.v,y homoélogos & varian con el grado de impedimento y

temperatura. En condiciones fisioldgicas cerca de los 37 °C la actividad antioxidante esta en el orden de
a > f3 > v > 3. similar a la actividad biolégica. en temperaturas altas de 50-100 °C se invierte el orden de

actividad antioxidante 8 >y >B > a. El a-tocoferol es el mas abundante de todos y su actividad es dos

veces la del B y homolonos de 'y v 100 veces la de los homoloeos de 8 Txene una colorac:on amanllo

37 4

aceites

(37.43

limitado en grams aceites y allmemoe que comennan grasas

alimemos; La funcién

para “ell ornanlsmo human‘

<teme< a.la ranc1dez. Puede eclab:hzar carolenondes.y

'C\jundo- a 'Ios

animales se les da una dxe(u rica. en locoferole‘ de pug: 'de Ia mat.mz.: se relarda 7la omdacnon de’los

lipidos v la Jparlmon de Colores y olorex desdgradables en carne de rex. cerdo. pavo ¥ pollo. En el cuso del
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pescado se requiere de ascorbato para poder preservarlo. En el caso de nueces y almendras el a-tocoferol
es eficiente con ascorbil palmitato. en combinacién con acido citrico protegen a los caramelos y a con
37.30

BHT ofrecen proteccidon a dos tipos de base de goma de mascar

CH, CH,

Estructura bisica de los tocoferoles

R R2 R3
CHa CH. CH. a-tocoferol
CHa H CH: p-rocoferol
H CH. CH. v- wocoferol
H H CH. 8-tocoferol
R3
H O,
CH,
R2
L, H, CH,
Estructura bisica de los tocotrienoles
R1 R2 R3
CH. CH. CH. a-tocotrienol
CH. H CH. _B-tocotrienol
CH., CH. H v- tocotrienol
CH;, H H d-tocotrienol

2.7.3.2 B - Caroteno
Los carotenoides también capturan radicales libres acil-peroxi tiene su_ actividad maéxima. en
concentraciones bajas. a niveles elevados podria presentar accion prooxida(ivu.

Provitamina A. Se encuentra amplmmeme dlstnbuxdo en l.n pl.mus zandhormx homs verde\ de |o~

vegetales. frutas lroplcale S

pdpn)d y mdnf:o E' ux.xdo 'prmcnpalmeme ‘como coloramc

Estructuralmente consiste de dos dl‘ll“o& B- -iononas ¥ una cadena l.m:a de 18 curbonox poheno~ La accién

a1
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antioxidante es limitada en bajas presiones parciales de oxigeno y en altas presiones el B-caroteno puede

actuar como prooxidante.

Es insoluble en agua y soluble en grasas y aceites, por los dobles enlaces conjugados en la estructura de su
molécula, es sensible a la exposicién del aire sufriendo una oxidacion, asi también es sensible a la luz, a la’™

temperatura y & medios acidos.

B-caroteno inhibe la oxidacion de la' £ asas 'y cenes como 1a ', aceite de maiz/'aceité de coco.

B-caroteno.

2.7.3.3 Acndo Accorhlco

L-Acido Ascérbico (vuamma C) Y aqcorbato de ﬁodlo son’ usados’.como secuestradores de oxigeno 'y

sinergista

g § en’ una gran canudad de produclos ahmennmos. Frums y vegelale< son fuentes |mpon.mle< de

acido ascorblco.

aceite de maxz ¥ con .mnomdames ‘como’ BHA y PG son_ efectivos para retardar el desarrollo de la
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rancidez en aceites hidrogenados, en mantequilla de cacao y margarina. Es altamente efectivo contra el

proceso de oscurecimiento en frutas y vegetales, removiendo el oxigeno. reduciendo las ortoquinonas de
las formas ortofendlicos. y posible inhibicion de la polifenol oxidasa. Es efectivo cuando se adiciona a

frutas enlatadas y jugos de frutas, congelados de durazno, pera, plitanos y manzanas ya que estas lo

contienen en bajas concentraciones. Frutas con niveles intermedios de dcido’ascdrbico como - frumbuesa.

(‘7.4‘0

c10n de los’ vmo<

OH—CH
CH,OH

Acido ascérbico.

2.8 COMPUESTOS POLIFENOLICOS

Los polifenoles ofrecen proteccion a algunas especies a la autooxidacién de lus grasas. entre los que se

encuentran los dcidos cindmicos. estilbenos (resveratrol) 'y flavonoides. &

Los polifenoles se adquieren a través de la d:ew en ahmemos y bebndas como fruus (m..\nz.mu. pera.

frambuesa. pifa. naranja. etc.). verduras (e\plndCd. tomates. papa., cebolla. ete.) y vino! se dbsorben en el
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organismo apareciendo en la sangre y en los tejidos. Simultineamente, asociado a su consumo se detecta

un asumento de la capacidad antioxidante en la sangre, lo que sustenta la accién antioxidante de los

polifenoles in vivo ‘'* '® 3 A continuacién se muestran las estructuras de algunos dcidos cinamicos y
estilbenos.
Acido feriilico* Acido gilico* . °.  Acido clorogenico*, .- Acido cafeico*
cooH
CH, '

L0,
HO—@—CH-CH-COOH

Acido vanillico* - ‘Resveratrol

CH,O

el
Ho_@_mH

Fig.5 Principales estructuras de los dcidos cindmicos* v estilbenos B

2.8.1 Aplicaciones de los Polifenoles naturales

Farmacéuticas: Tralamnemos en la prevencién del cancer. Efecto

Pr or: de" a formacic‘m de la toxina

urémica. Equilibrio de la flora intestinal. Industria ‘Alimeman

Conservamon del color en el marisco y B-

caroteno. Anuoxndames del aceite. Desodor;mte‘ ahmemarlos. Fermenlacnon de I.x cerveza y el vino. En la

producciéon de dulces ) refrescos., Allmemac:on An mal Tralamlemo de diarrea. Prevencion del

meteorismo del pd<to. umpdnms en rumiante ndu tria Cocmenca Y Productox de Higiene Personal: Su

..lClI\'Iddd desodomme permne el uso en.cosméticos produclo~ del cu1d.1do oral ¥ perfumeria. control del

B
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Entre los compuestos polifendlicos de mayor relevancia se encuentran los Flavonoides que se hallan

ampliamente distribuidos en los tejidos vegetales y juegan un papel como antioxidantes.

2.9 FLAVONOIDES Y SU IMPORTANCIA

Incluye una variedad de compuestos fendlicos con una estructura qunmlca de Cb‘C!'C(.. E<tos se

151

2.526% de polifenoles)

y otras partes de las planta

amlomdanle‘ e ""““'

En general los ﬂa\'onondes funcnon.m como anuoxxdames quelamés‘ o seéuestfadores dé a‘niones

eriodictiol. chdlconds y dlhldrochalconus son muy efecu\'os Acxdos Fenollcos como el ucndo c.sfelco y el
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acido clorogénico tienen actividad antioxidante significante “%

. En la actualidad los flavonoides solo se

emplean como suplementos alimenticios o como colorantes con propiedades antioxidantes.

pasieleria y COnQervus vecelale (haﬂta ’»00 me/kﬁ). ..lunquc e\lan ldmbIEH uulonzudos en conser\';u de
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pescado (200 mg/kg), productos cirnicos. licores,

sopas y bebidas refrescantes. Como los demas
colorantes naturales. en bastantes casos no tienen mas limitacién legal a su uso que la buena practica de
fabricacién, aunque esta situacién tiende a cambiar progresivamente. Cuando se ingieren, las antocianinas
son destruidas en parte por la flora intestinal. Las absorbidas se e_liminz;n en la orinu; r;luryr‘pocbr. Y.

fundamentalmente en la bilis, previas ciertas transformaciones. En'este momento_son substancias no del

La ingestid

FLAVONAS FLAVANONAS C FLAVANOLES
Apigenind S = 7 = 3= 4°’= OH

Herperetina: 5 = 7 = 3= 4= OH. 4'=0OCH: Quercenni: S = 7 = 3'= 3'= OH
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ISOFLAVONAS FLAVAN-3-OLES DIHIDROFLAVONOLES
Cianidina-3-glucosa: 5° = 4’ = 5= 7= OH Genisteina: 5 = 7 = 4°= OH (+)-Catequina: 5 = 7 = 3'= 4‘= OH

(-)-Epicatequina Procianidinas (B1) : (+)- Calequma-r glucosa

Lus propiedades antioxidantes de los ﬂa\'onoides uenen mter

sindromes patolégicos: por lo que lo'~ anuomdamec n.nuralex pueden bloqueur l.; ap.mmon  de dichas
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sustancias, actuando como anti-tumoral. anti-inflamatorio. anti-alergénico e inhibidor de radicales libres

[RIRT}

Estudios han informado que tienen propiedades anti-fingicas en los alimentos. son anti-cancerigenos. y

: : 51216, 48
reducen la monalidad por enfermedades cardiovasculares % '3 16 %%

2.9.1 METODOS DE EXTRACCION DE FLAVONOIDES

Los flavonoides. como fenoles, son solubles en medlo alcalino y puéden.éxlfé'er's' con :olucnonec de

NaOH., y precipitarse con acidos. Los solventes dpolares ‘estan entre’10s solvenles mis empleado< para

u}v

separar a los polifenoles del agua. se ha usado,acetat‘o de etilo’ pgr : dantes'con acuvxd.xd fuerte

El etanol y agua son los solventes mas empleado por‘.hin ene: b nd‘mcm aunqu debe buscarse el

solvente opumo. que proporcnone la acuvldud maxnmu del antioxidante para cadd 1 slralo. Porfmencnonar

otros <olvemes empleados ya en mvesugacnoneq stmllare< ectan el metanol y la acetona: eﬁtos mezcludox

en proporciones 80:20 con agua %18,

Se ha buscado desarrollar y aphcar mejores tecmcas de’ btenc

6n de; ecto< compueﬂtox (extr.\ccnon ‘con

mezclas supercnucas. lecmc.n de ullrasomdo ©° mxcroond:m y extraccnon por.maceracién con dnsolvemes).

aplicacion

en ciertas ocasiones con pequefias porciones de agua. por:lo cual la’extraccion; de’los compuexios. se

realiza por difusién disminuyendo asi los tiempos de analisis 20-200-s. sus unicas implicaciones son la
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utilizacion de equipo costoso y el adecuado manejo de las condiciones de presién y temperatura para cada

.51
muestra "7

2.9.2 CARACTERIZACION DE FLAVONOIDES

Pruebas Cualitativas .

Para identificar este tipo de compuestosv(ﬂavonoides) en los extrac'tosb se realizan prilebas’ cualitativasicon

una caractenzaCI n parcml que podna complememar<e con prueb s fisicas Y qmmnca: de lo. compueslo'~

“puros’ oblemdos comp..mmdo los resultados con los repormdos en l.a literatura 11010, 20 2= mas
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29.3 EVALUACION DE ANTIOXIDANTES

Pruebas cuantitativas
Se han desarrollado distintos métodos de evaluacion, generalmente basados en la evaluacién de la

capacidad de captura de radicales libres. Estos métodos ofrecen informacién muy diversa a la que aportan

aquellos basados en” medidas _ biolégic metabdlicas que .det val

‘ capacidades -

particular naturaleza no tienen porqué
algunos permiten. en

de los prédu_ctos,;rp r

-picrilhidrazil). ABTS"

4. 85)

g mpleando un espectrofotdmetro con

{53.50 )

de’reaccion es el siguiente

radical-DPPH i

CGHﬁ\?’csHb il CGH,\N,CQHQ
1 a -
O: NO; +  R-(OH) , textracto) O; NO, + R-(0)q
—
O o,

"
—
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2.9.3.2 ABTS" 2 2-azino-bis-(3-etilbencentizoline-6-icido sulfénico).

El ensayo es muy similar al del radical-DPPH con la diferencia que este radical es generado por dos vias
diferentes: Enzimatica (peroxidasa, mioglobina) y Quimica (diéxido de magnesio, persulfato de potasio).

donde segun el tipo de muestra, se aplica el método Actividad Antioxidante Hidrofilica para. muestras de

naturaleza polar, Acuvndad Antio |dame Lj ofnhc para muestras de naturaleza no pola

ABTS+
Enzimz‘mco o Ouimico‘l -

R-(OH) n

élodo< son

El radxcal-ABTS’ (_.--azmo-b

' PPH solo kpuede

dnxol\'er\e en med10~ ‘orginico en. medlos uc oS08 que son una limitacion

importante al lnlerprelar el papel'de antioxidantes hndroﬁhcos e
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2.9.3.3 Blanqueo con B-caroteno
El ensayo consiste en medir la capacidad del extracto o de los compuestos que lo integran para impedir la
oxidacién (formacion de radicales libres) del B-caroteno, por las condiciones en que este se encuentra (luz,

temperatura, H>Oa, acido linoleico). Donde el mecanismo de accidén se muestra a continuacién. en el que

se observa que el B-caroteno. es fraccionado por la mitad  por diferentes condiciones como la. luz,

temperatura, H.O2 y ;i;‘:ido jindleic‘

(I’l.- ..‘

el B-caroteno forme radicales libres que finalmente son estabxhzados por el exlraclo I

| Temperatura,
< luz; H:O:, :
Ac.Linoleico. -

3 + R-tOH)y

RS ., - R-(O1Y"

En evaluaciones’ iplementarias

para tener datos mis;precis obre ld eslrﬁcturé y funcnonahddd de lo< compu Stos. denlro‘ ‘de,lu.\‘pruebus

de evaluacién se encuentra

1"Método Trolox. este es un icidd c.xrbom ico den\ ado’ del u-locoferol y es
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empleado como antioxidante estindar para medir actividad secuestrante. aunque hay algunos que

sustituyen al Trolox por equivalentes de acido gidlico. Método de Davis " y Folin-Ciocalteu ** para

fenoles totales esta prueba se basa en cuantificar la cantidad de grupos hidroxilos totales disponibles que

tiene la muestra. Evaluacién del IPT (indice de Polifenoles Totales) ™ su valor puede compararse al del_

acido galico de modo que "O umdadec de IPT equwalen a lg por litro de acido gahco. Pruebas como la de

ad.es la 'n'at'u'rlale"z":x"dre las moléculas lipofilicas '

v la -afinidad del

factores jambientale

residuos industriales

El reemplazo de_ant “implicaciones

w
b
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Recientemente hay un gran interés en la industria de los alimentos y la medicina preventiva. en el

desarrollo de antioxidantes naturales provenientes de plantas. Se han evaluado ya propiedades de
antioxidantes que presentan los extractos de romero. mismos que ya estdn a la venta, Los antioxidantes se

pueden obtener de diversas fuentes vegetales como: soya. cascara de citricos, olivos, asi como hojas de 1é

(5. 59

verde y frutas como la uva entre otras

E! orujo de uva tiene un alto contenido de polifenoles con actividad antioxidante por lo que representa una .
invaluable fu'eme‘potencial»d antioxidantes: fendlicos’ que pueden ser tecnolégicamente aplicados como

aditivos enalir

De aqui surge el interés por.aprovechar este:subproducto como fuente de otros productos por lo que a
continuacién se: describen los ‘materiales 'y reactivos. que se emplearon para poder: llevar a cabo este

trabajo.

W
th
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3 DESARROLLO EXPERIMENTAL

El trabajo se llevé a cabo en cuatro etapas. las cuales se mencionan a continuacién:

Primera Etapa  (Acondicionamienro de la muestra y Extraccion de Antioxidanies)
Segunda Etapa (Evaluaciones cualitariva » Cuantitativa)

Tercera Etapa (Purificacién de los extractos)

Cuarta Etapa (Exrraccign selectiva)

3.1 MATERIAL Y REACTIVOS

Materia prima: Orujo de 'Jvé:(v:iriédad Barbera) 3 kg. pr’oporcio’nadb por 1a casa ﬁedrb DOMECQ (Baja

California México).

3.1.1 Primera Etapa’ (Acondicionamiento de.la muestra v Extraccion de Anrioxidantes)

Alcohol etilico. metili

E

3.1.2 Segunda Etaga

Evaluacion Cualuan g N ‘>0x"0 cm) Macherey Nanel.

mezcla del eluyenle Acid
(2,2-difenil.1 -plCer]hl_’d‘l“a’Zl
Evaluacion cua
Catequina. “"Quércetina

(dimetilsulféxido)’

ira crommozraf”a en columnd (") sephadex LH "0 (SIGMA) -

3.1.4 Cuarta Flaga (E\naccmn selcc‘lna)

Acetato de Eulo. Cloxﬁuro de Metileno (Reactivo Analitico).

w
2]
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3.2. EQUIPO
Rotovapor. bomba de alto Vacio, Liofilizadora, baho de Agua, espectrofotémetro. Lampara de UV,

Columna Cromatogrifica (65 mm x 7 mm) para celulosa y columna Cromatogrifica (20 cm x 2 em) para

Sephadex.

A continuacién. se de<cnbe Ta melodolomd de cada una de las elapas para oblener. evaluar y cuantificar

los extractos crudos y anuoxndames provememes de la cascara de uva.
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33IMETODOLOGIA

3.3.1 Primera etapa

ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRA Y EXTRACCION DE ANTIOXIDANTES. ( Diagrama 1)

Se partié de una materia prima (oru_|o de uva) que esta forrnado por 1

cédscara'y. semilla’de la’uva. donde
.‘la’cual se sometié a

'cdhteﬁi‘doiyd‘e ‘humedad

colocaron ‘en tres

\cua (_80-20). @

etanol-agﬁa (80-20) y (3) metanol-agua (80-20)0 Se T racién, por un uempo

determinado ( 24 hr.). Posteriormeme se elimina el'exceso de disolvente’con un rotovapor lemperalura :

de 60°C. Posteriormente se congelaron y Iloﬁhzaron para obtener:asi.los exll‘dCKO§ crudos.

n
o]
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Orujo de uva
(semilla y ciiseara) 3 Kg

'

:

Cascara (Molienda)
1. 950 Kg

Extraccion de
Antioxidantes

Y

Li ieza Manual
Maeroro |

{

Acetona-agua (80:20) Metanol-agua (80:20)
650g de cascara. (A) 650 g de ciascara. (M)

Ewnol-agua (80:20)
G50 g de ciscara.(E)

v

Concentracion de los extracios por separado
(Rotavapor BUCHI) 60 °C y Liofilizaciéon

l

Extractos Crudos
Aceténico, Metandlico. Etandlico.
A) (VD) (E)

Diagrama_}
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3.3.2 Segunda Etapa

3.3.2.1 EVALUACION CUALITATIVA (Diagrama 2)
A los tres extractos se les realizaron determinaciones por cromatografia de capa fina (CCF).

La placa que se empleo fue de gel de snllce Ios extraclos se eluyeron en c]oroformo- acndo acético-agua

(0.4-0.5-0.1). 1os revel dor : grsta,evbalura;:‘xpn fueron:f‘r )

Solucion’ d: r:i:d’ic‘zil DPPH. so n de B-caroteno. vdiniliina-ééidq sulfarico. ‘(ANVE_XOY 1§

3.3.2.2 EVALL ANTITATIVA

3. .2.2.'1 ‘Act dad ecuestrame determmada con radical-DPPH: Para cadu extraclo crudo. en una <er|e de

4 tubos de ensayo se reallzaron las siguientes reacciones. En el primer tubo se agregs 1 mL del extracto

crudo ("OO ppm) dlsuelto en metzmol con 1 mL de solucién de radical- DPPH en: DMSO (ANEXO l) AI

senundo tubo se le adlcnono I'mL del mismo extracto y 1 mL del DMSO Al tercer tubo se'le agrego_ 1 mL.

con la solucién de DPPH ‘AJ : .,abs rbanc a del mmmo extracto mezc]ddo con DMSO y Ac = Absorb.mcm'

de la solucién DPPH con DMSO
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3.3.2.2.2 Actividad antioxidante determinada por el blanqueo con fB-caroteno (a este ensayo se le realizé

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

ensayo se adicionaron 5 mL de la mezcla anterior 14 cual conteman 0.2 mL del extracto crudo en memnol

inmediatamente se reg islro,l 70 nm (uempo cero).ise:mantuvo en. bano marm a. 50 °C

especqufovlromémgu :

v 0.2 ml de NJOH

ﬁnuhd.xd de delermmar la c.mud.\d toml de ﬂrupo~

hidroxilos R- (OH )... ml&mOs que se reldc:on.m con ld dCll\lddd anuomd.mte de c.;da e:\lructo.
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Esta prueba sc aplicé a los 3 extractos crudos (acetona-agua, ctanol-agua y metanol-agua) disueltos en

metanol a una concentracién de 200 ppm.

Después de realizar estas pruebas, sc seleccioné el cxtracto que presenté mejor comportamiento en las

tres evaluaciones efectuadas (actividad secuestrante,” antioxidante y prueba de’ fenoles totales), para

someterlo a un fraccionamiento de sus componentes, mediante una cromatografia en columna.

Aceténico, Metandlico y Etandlico.

Extractos Crudos

(Cascara de uva)

[

-

|

S

E

G

u

N

D

A

E

T |

A Evaluacién
X Cualitativa

Blanqueo con B-caroteno
Actividad antioxidante

Radical DPPH
Actividad sccuestrante ¢

Vainillina en

H.80, )

Evaluacién
Cuantitativa

L

Blanquco con

B-caroteno 470nm

517 nm

Radical-DPPH

Fenoles totales
(DAVIS) 420 nm

i —.

Diagrama 2
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3.3.3 Tercera etapa

PURIFICACION DE LOS EXTRACTOS (Diagrama 3)

3.3.3.1 Cromatografia en Columna de Celulosa

Se eligié al extracto que presentd mayor actividad secuestrante y antioxidante. para Jo cual se preparé una

micro columna (65 mm x 7mm)‘ con . 1g de celulosa cristalina empacada y se emplearon 100 mg del

extracto, la fase movil empleada co

recolectaron fueron de O 5 ml cada uni

venﬁcar si. hubo una adecuad separacnon de los compue os (se emple solucion de radica DPPH como

revelador) Ecla columna se monté’ con’el propovto de fraccnonar los dlferemeq compueslo< pre.

en‘les' en

el extracto. . o o . i R

3.3.3.2 Cromatografia‘en columna de Sephadex L.H-20: Se realizé und segwund:j,corl’ur'nnadbar‘a co‘mpdr'ar

ambo stemas de separacién en esta. la. fase estacionaria eqwba cons ulda or15g de eephadex

y se apllcaron 500 mg del extracto que presemo mayor acuvndd

realizé una crommograf‘a en capa ﬁn.x p..\ra venﬁcnr
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Eleccién del extracto con mejor
T comportamicnto en las tres prucbas.
E
R l
Cc Cromatografia en columna - — -
| O] en Purificacién = . Cromatografia en
R sephadex LH-20 (Extracto Etandlico): - |- ~ .columna en
A - celulosa
E Extraccion Sclectiva
T (fracciones enriquecidas)
A
[)
A

3.3.4 Cuarta Etapa
EXTRACCION SELECTIVA. (Diagrama 4)

3.3.4.1 Fraccionamicnto del Extracto Crudo.

A 5 g del extracto correspondiente, se le adicionaron 70 ml de acetato de etilo con el fin precipitar a los

polimeros prescntes en el extracto. El acetato de etilo se evuporo‘y‘ al residuo se le agregaron 40 ml de
cloruro de metileno para precipitar a los oligémeros. El cld:;u"‘:';)'dc ;neliicno se evaporo y al rcsiduo se le

dd:clonaron 20 mi de agua deﬂnladn con cl ﬁn dc solublllzar .x los fenoles presentes, teniendo por altimo a

los monomelos. Fmalmcme Ia ﬁolucnon oblemda s.e congelo y lxoﬁlwo. A las tres fracciones sec les rc.xlué :

una crom.nogra(“.x cn Capd ﬁn..l pura venﬁcar si: 1 ubo una Jdecuada separacién de los compucstos (<e

empleo como revelador radxcal DPPH blanqueo con B—caroteno y solucién de v.umlhna) Asi como

prueb.xs cuanmdlwas dc acuv:dad secuestrame dnuoxlddme y fenoles totales.
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Extraccioén Selectiva
( fracciones enriquecidas)

'

Extraccién de polimeros.
(Acetato de Etilo)

l Filtracidén

v

v

Sdélido insolubl.c en' Concentracién del extracto
Acetato de etilo. de Acetato de Etilo
(Polimeros) - *
Extraccién de Oligémeros y Mon6meros
con Cloruro de Metileno
l Filtracién
Sélido insoluble en Concentracién del extracto
Cloruro de Metileno. de Cloruro de Metileno

(Oligémeros)

i Oligémeros'y ongelacién y
. monémeros insolubles ‘Liofilizacién de la
Guoenaguag + fraccién soluble en

|

Extracto
Monomérico

v
Il

Evaluacion Evaluacién
Cualitativa Cuantitativa

Diagrama 4
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4 RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Primera etapa
Acondicionamiento de la muestra y Exrraccion de anrioxidantes.
Se realizé una separacién manual del orujo para tener solamente la cascara de uva (variedad Barbera)

(1.950 Kg). que presentaba una humedad del 10‘7: esta cascara se molid y se tamizo uuhzando una malla

de 0.5 cm y se fraccxono en :tres’ loles (650 g cada; uno) para despues conunuar con la ‘extraccion de los

antioxidantes por maceracién hasta;agommlenw; 4:dias) empleandp un d}llsolve,[lte_ dlferenleapqr ‘lote

(Acetona. memnol y elanol en

los reponee de estudl imientos. asi.como

compuesto< actwo (ﬂavon |d

Obteniendo ﬁnalmeme la qmr

entes proporciones de extracto crudo (EC) por lote de ciscara de uva.

Lote 1 Acetona- H:0:

20,0245 ¢'de EC; q‘u.vz'neme‘ a 3. 0806 g de EC/ 100 g de"é"f.scara ,

Lote 2 metoh-h2o0 92 g de EC.<équ|\'alenle 2.2.0568gdec EC/100g de cascara'

16.2879 ¢ de EC. quwaleme 2 2.5058gde EC/100 g de cascara

De acuerdo a lo; resultados-de estudios: reahzados a resndu05 de una vanedad de uva (Parelladu).

relativamente pequefia. respecto af:l:i_que; ue emple a en el otro ens'\\
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A continuacidn se muestra una comparacién de las cantidades de extracto crudo obtenido a partir de dos
diferentes partes que conforman el orujo de uva (semilla y cdscara). Los datos de la semilla se adquirieron

de un estudio realizado alterno a este proyvecto

6l

RESULTADOS Y DISCUSION

Extracto Semilla de orujo de uva (variedad Cascara de orujo de uva
Barbera) ( variedad Barbera)
(g de EC / 100 g de semilla) (g de EC /100 g de ciascara)
Acetona- Agua 1.8558 3. 0806
Metanol-Agpgua 1.5805 2 .0568
Etanol-Agua 1.6195 2. 5058

Donde se aprecia que los extractos de acetona-agua tanto en la semilla como en la ciscara son los que
presentaron un mejor comportamiento en comparacién con los otros dos extractos (etanol-agua y metanol-
agua). sin embargo los tres extractos de la cascara muestran rendimientos mads altos con respecto a la

semilla.

4.2 Segunda etapa

4.2.1 Evaluacion Cualilativa.

Como siguiente paso se* procedlo a realxzar la< pruebas cualn.m\'ac con el ﬁn de 1dentlﬁcar los dlferemes

componentes. que estin - prese tes en lo< Jtres; extractoe. para o’ cu.xl ,se bu-' 'el e]uyeme v 1.: fase

estacionaria  (CCF) adv

caroteno y Vamxllm.: ). pre;enl ndo:e el s guienle Componamlemo al compderoc anle cada uno de ello~
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Placas de silice

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

Q (quercetina)

C (catequina)

A (Extracto Acetona-agua)

M (Extracto Mctanol-agua)

E (Extracto Etanol-agua)

Placa 1

(Placa 2) (Placa 3)

revie

i

IR
Q C & ME L Q CA-ME
Revelador radical-DPPH Revelador B-car Revelador vainillina

Estudios previos indican que tanto en la uva, como en el vino hay:pr 'héia‘ de compuestos .de tipo’,

polifendlico con propiedades antioxidantes (principalmente cgteqdirias)"eh' el'c

pasado por el proceso de vinificacién buscamos este tipo_de compuestos con

ello hacemos uso de técnicas para determinar actividad ' secucstrante (radical-DPPH) ..y actividad
antioxidantc (blanqueo con p-caroteno), ya que estas pruebas nos permiten ' conocer y comparar cual de.los

tres extractos presenta mayor actividad (sccuéstrahte y antioxidante). :

En estas cromatoplacas se muestran los tres extractos crudos obtenidos de la cascara con dos estandares

de antioxidantes naturales, esto con el fin de comparar si alguno de los compuestos que estan en los

extractos emigran a al misma distancia que los estandares.

TESIS CON
FAL'A CE ORIGEN
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Placa 1 placa revelada con radical-DPPH se observa una coloracién amarilla en fondo pirpura indicando
asi que los extractos y estindares presentan actividad secuestrante; es decir que estos tienen la capacidad
de reducir al radical-DPPH. también se observa que en los tres extractos hay dos bandas. unu de ellas se

encuentra al mismo Rf del estindar Catequina.

Placa 2 el revelador usado es una solucién de B-caroteno en la cual se observan unas manchas cafés en -

extractos’

medmnte ld donacnon “de atomo~ de -hidrégeno. - siguiendo

espectrofotométricamente dccolorac:on que %ufre el re.xclwo del purpur.s .al .Am.xnllo a 517 nm. gue se

manifiesta en la . disminucién’ de I..\ absorbancu con el tr.mscur\o del uempo en que se Heva a cabo la

reaccion.
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Para realizar estas prucbas sc prepararon las muestras a 200 ppm cn metanol (0.2 mg / ml) con el fin de
estandarizar las pruebas y obtener resultados reproducibles y poder asi tener una media de los datos.
Obteniendo como resultado un grdfico (1) donde se mucstran la actividad secuestrante con radical-DPPH
de las muestras, comparindola con la actividad de varios antioxidantes comerciales, en la misma

concentracion.

% de Actividad secuestrante con radical-DPPH
(estandares y extractos)

A . o e e e . ,
90
80 i
o E 70
& = e
8 60}
o o
s 2 50
A e
g e a0
83 .
] 30}
=g
= 20
10
o %

Catequina

Quercatina il
Ac. Ascorbico
Ext. Acetonico
Ext. Etandlico l’

iEx\. Metandlico

Grifica 1. Porcentajes de Actividad Scecuestrante con radical-DPPH (extractos crudos de ciscara de uva y estindares
comerciales).

En cl grifico ¥ se muestra una comparacion de la actividad secuestrante con radical-DPPH de los
cextructos acetona-agua, e€tanol-agua y metanol-agua frente a antioxidantes existentes en el mercado, donde
se observa que el extracto de etanol-agua (70.3 %) fue cl que presentd una mayor actividad secuestrante
con respeclo al extracto de me‘tahol,-'aguvu‘ (65.3 %) y el extracto de acetona-agua (56.6 90), esto se puede

explicar por la. polaridad y“éombo i6n de:cada extracto, ya que los compuestos polifendlicos presentes

en la ciascara de uva:son por lo.gene olares (flavonoides), ademas de que algunos autores indican que

ral

la actividad secuestrante de los compuestos polifenélicos esta determinada por su estructura quimica (por
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ej. la actividad de un flavonoide (catequina) es mayor que la del 4cido ferdlico). y en el caso de los

extractos ademis de la estructura también la actividad antioxidante esta determinada por la presencia de

polifenoles (polimeros) y la mezcla de varios tipos pueden actuar de manera sinérgica. que se manifiesta

en una buena actividad secuestrante.

En datos reportados de esta prueba a extractos de otra va 1edad de uva lndxcan que el extracto memnol-

(16.33 /) Ly Calequ na

factores (luz. H.O:.. lem‘perulum')ll evil nd ‘

libres. estabilizando a Ia molecula medl.mte |J dondmon de hldl‘O“CﬂO\ oel \ecueﬂro de radicales.
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Esta prueba se mide espectrofotométricamente a 470 nm, donde se observa la decoloracién que sufre el B-
caroteno pasando de amarillo a incoloro, en el transcurso del tiempo en que se lleva a cabo la reaccién.

Esta prueba de actividad antioxidante, determinada con B-caroteno, de la misma forma que la técnica
anterior, las muestras (extractos crudos y antioxidantes comerciales) se estandarizaron a una concentracién
de 200 ppm (0.2 mg/ml) en metanol para que dc esta forma la prucba sea reproducible y obtener una

media de los datos. En la grdfica 2 se presentan los resultados obtenidos ¢n esta prueba.

% Actividad Antioxidante con $-caroteno
(estandares y extractos)

o«

g 3 5

70

50
40

30

% Act, Antloxidante

20

10

o Pl

Calequina
BHT (L

8
=
3
=

Quercetina
Ac Ascérbico [
Ext. Acetonico |
Ext. Etandiico

@
=
ul

Griafica 2. Porcentajes de actividad antioxidante con B-caroteno (extractos crudos: ciscara de uva y estindares
comerciales).

La grifica 2 presenta una comparacién de la actividad antioxidante con B-caroteno de los extractos
acetona-agua, etanol-agua y metanol-agua frente a antioxidantes existentes en el mercado, donde el
extracto etanol-agua (87.21%) presenta un valor mayor que el extracto acetona-agua (67.32%), metanol-
agua (58.37%), asi como a los antioxidantes comerciales Catequina (81.77%). Quercetina (71.52%),
Acido Feriilico (70.61%), BHA (74.53%), TBHQ (66.81 %), BHT (62.57%), y Acido ascérbico (16.42%).

Los datos reportados de la semilla fueron para el extracto etanol-agua 91.73%, metanol-agua 81.01% y
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para acetona-agua 76.27%. siendo en esta prueba mayores que los de la cdscara. atn asi el extracto etanol-

agua en ambos casos e€s quién presento mayor actividad antioxidante.
Otro punto que cabe destacar es la comparacién del extracto etandlico (87.21 %) y la catequina (81.77 %),

ambos presentaron una actividad antioxidante semejante, esto puede deberse a que los dos presentan un

mismo mecanismo de accién para inhibir la oxidacién del B-caroteno. ademas de que en las pruebas

el de elanol-aguu. por lo que se aphco una prueba adncnona (fenole< (omleq) p.:ra correl.xcnonar de manera

global estos dmos.

4.2.2.3 Fenoles Totales. Método de Davis®'

puso a la formacién de un cromoforo del.mdo llbre\ los .m|llo~ que formdn al anuoxlddme yde ecm form..l
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S R o,

expondri a los grupos hidroxilos de tipo fendlico que ahi se encuentran, se coloca en una celda
espectrofotométrica y se lee a 420 nm. Para efectuar el cidlculo de fenoles totales se realiza una curva
patrén (Grdfica 3) con cl estindar de Catequina a diferentes concentraciones (20, 40, 60, 80, 100, 200 y
300 ppm) y en base a esta se cuantifican los fenoles totales en cl extracto, reportindose como equivalentes

de catequina en el extracto.

A continuacion se muestra la curva patrén obtenida con el estindar y que se empleo para cuantificar la

cantidad de fenoles totales de Catequina presentes en cada extracto crudo.

Curva Patrén del estandar Catequina
(Método de Davis) Fenoles Totales
0.04
0.035 y = 0.0001x + 0.0011 >
0.03 R = 0.9986 _——
© X
e o0z —
e . —
8 0.02 —
8 0015 g
= 0.01 —
0.005 | r
]
0 50 100 150 200 250 300 350
Concentraciéon (ppm)

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

Estos son los resultados que se obtuvieron de los extractos crudos en la prueba de fenoles totales.

Cuadro §. Cantidad dc Fenoles Totales de Catequina prescntes en los extractos crudos de semilla de uva,

Muestra ( 200 ppm) ppm catequina
Acetona-C 65.45
maetanol-C 52.5
etanol-C 192

Estos datos respaldan a los que se muestran en la actividad antioxidante siendo nuevamente el extracto de
etanol-agua el cual presenté mayor contenido de grupos fendlicos de Catequina en comparacién con los

otros dos extractos (acetona-agua y metanol-agua).
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Los resultados obtenidos en esta prueba no pueden compararse con los de otros estudios (Indice de

Polifenoles Totales IPT. Folin-Ciocalteu o Trolox). ya que nuestros resultados estan referidos a ppm de
catequina y las otras pruebas estin expresadas en equivalentes de dcido gdlico. lo que representa una

limitante en nuestro método. Por mencionar un resultado encontramos que el extracto etanol-agua de la

cdscara de uva variedad Parellada presenté como fenoles totales 70.5 equivalentes de écido gdlico ©?

contenido de fenole totale

De acuerdo a la pnmer h polesns plameada se conﬁrmo que on dlsolveme: polaree se obuene un, me_]or

rendlmlemo v acuvldad anuoxldanle y secuestranle) asi como de fenoles tomles en los exlraclo< en este

caso fue en el extracto elanéhco.

La tercera y cuarta ela a‘d eﬁte proyecto consmneron en reahzar xres fmccnonamxemo dlferenle\

(celulosa. sephadex LH 20y extmccmn <elect1\'a) con el ﬁn de <epara los’ componemes que |megmn al

extracto elanollco ]a< cu.x]es se' descnben a commuacnon de manem mas detallada. .

4.3 Tercera cwga

Purificacion de Ios e n'acms
4.3.1 Cromalocraﬁa en columna (celulosa)

Para la <epamc1on de los Compueclos con Actividad Anuoxld nle. el exlruclo crudo obtenido con etanol

(100 mg) se fraccnono en una  microcolumnu cromalonraﬁca (65v mm x 7mm) compue'~m de uni fase

esldcuonurm de celulosu mlcrocn\mlma ¥ como 'unu mezcla de los 'disol\'enles

empleados ya para la cromatografia en capa ﬁna que consiste de cloroformo dCldO ucético v agua

(sustituyendo ‘en -este caso al cloroformo por Cloruro d; meuleno) vun.mdo l.; concemrucnon desde

~
N
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35:55:10, 4:5:1 y 55:45:05; para verificar que la separacion se estaba llevando a cabo se realizaron
cromatografias en capa fina, aplicando reveladores como radical-DPPH y B-caroteno. Esto nos permitio
comparar las fracciones mas parecidas y juntarlas. en total se obtuvieron 24 fracciones de 0.5 ml cada una,

que al agruparse finalmente dieron como resultado 8 fracciones (Placa 4).

Fasc mévil: cloroformo, dcido acético, agua (4-5-1)
Fracciones obtenidas: 24 de 0.5 ml cada una.

Placa empleada: silica gel.

Fase movil: cloroformo, dcido acético, agua ( 4-5-1)

Placa 4

Revelador radical-DPPH

.10,11.12.13.14,15.16, 17, 18,19, 0. 21. 22, 23. 24

=1 i If II v A% Vi vl VIl

Como lo muestra - la placa (4) en todas las fracciones recolectadas se observa poca resoluclon (Rf) y

: to se descarta la

posnb:hdad de que Ia columna de celulosa puede ser Ia adecuada en este caso para separar los diferentes

componentes del extracto etandlico, por ello se reahzo ‘una’ se unda columna con el fin de comparar
g

ambos sistemas de separacion (sephadex LH-20)
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4.3.2 Cromatografia en columna de Sephadex 1.H-20

En esta técnica se utilizaron 500mg del extracto, en una columna de sephadex LH-20 (20 cm x 2 cm)
emplcando una fase mévil distinta a la anterior (cloroformo, metanol 9:1, 1:1, 1:9 y metanol solo), esto es
debido a que diferentes estudios bibliogrificos han obtenido una adecuada separaciéon con este sistema de
elucién, ademas de que la concentracion del acido en caso de emplearse acido acético podria daﬂar la

columna de sephadex.

De la m:sma forma que en la columna de celulosa se realizd un seguimiento dcl fraccnonamlento en

cromatograf' ia’de capa‘ﬁna empleando como reveladores radlcal-DPPH Y- B-caroteno, comparando

i nes entre Sl, llegando a Vun total de 34 de 10 ml cada una reumendo ‘las que mayor

parecido presentaban, se Juntaron a9 fracc nes ﬁnalmente presentando poca separaclén, misma que se

pucde observar el la placa 5.

Fase movil: cloroformo, metano!l (1-9)

Fracciones obtenidas: 34 'de 10 ml cada una.

Placa empleada: silica gel.

Fase movil: cloroformo, acido acético, agua ( 4-5-1)

PLACA §

TFSIS CON
FALLA DE ORIGEN

Revelador radical-DPPH

L2y 3. 4,45.6.7.8.9.

1* 2 3 4 5° P a0

J11.12013.14, 15,16, 17, 18. 19,20, 21, 22, 23,24, 25. 26, 27. 28. 29. 30, 31. 32,33, 34
~ Y

8 9
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Como en el caso anterior (columna de celulosa). la resoluciéon (Rf) y separaciéon no fue adecuada.
nuevamente se atribuye esto a la diferencia de polaridad y tamano de los compuestos. a pesar de que la

columna de sephadex LH-20 es mas selectiva. esto es que su separacion es de acuerdo al principio de

exclusion molecular de los compuestos presentes.

uientes resultados

4.4 Cuarm Elaga

Ex lraccnon Selecn va

4.4.1 Fracc:onamnemo del exlracxo Crudo ) S : : B

La técnica de exlraccu n_se 165!1\':1 (enrxquecxmlemo de monomero< oli g mero<. v pohmeros) basudu en la'

acetato ‘de etilo.:de esta
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posteriormente se solubilizé en agua la fraccion rica en mondmeros. Obteniendo asi las siguientes

relaciones.
Fraccion polimérica (n-unidades): 2.732 g (82.06 %)
Fraccion olipomérica (de 3-7 unidades): 15 mg (0.45%)

Fraccién monomérica (1 .0 2 unidades): 42.3 mg (1.27%)

Estos resuliados se compararon con los obtenidos en “la semilla de’la misma 4\'-arieda’d"de uva (Barbera).

y.deeste el 1% le

rededor del

parte de estas.

Posteriormente se llevaron a cabo las pruebas cualitativas con radical DPPH. B-caroteno y Vainillina' para
verificar si.se llevé a cabo una adecuada separacion de los componentes del extracto crudo'y observar si

estas presentan actividad secuestrante y antioxidante.:
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4.4.2 Evaluaciéon Cualitativa.

Placas de silice

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

C (Extracto Crudo Etanol-Agua)

P (Extracto Polimérico)

O (Oligdémero del extracto de Etanol-Agua )
M (Mondmero del extracto de Etanol-Agua)

(Placa 6) (Placa 7) ( Placa 8)

. (;*_ . g-_9~“':~l . 1‘ ?——-—-ﬁ‘l—--‘-p@”—-*

Revelador B-caroteno . Revelador vainillina

Revelador raa

En ecstas cromatoplacas se muestran las fraccnones obtemdas del enrlquecnmlento.

Placa 6 rcvclado con radical-DPPH se obscrva una:coloracién’ amarllla en fondo purpura mdlcando asi

que las fracciones presentan actlvndnd secuestrante ademas de .que. la resolucnén es mdas clara en cada

fraccién, ademas en la banda del extracto crudo se observan claramente tres bandas intensas, una de las

cuales aparece nuevamente:‘cnk la fraccnén pohmérlca, una',b“andn en la fracciéon oligomérica y una banda
intensa en la fraccidon monomérica. : :

Placa 7 ¢l revelador usado es blanqueo con B-caroteno. Dénde las fracciones obtenidas presentan una
resolucion mas clara y definida. En ¢l extracto crudo se observan tres bandas con actividad antioxidante,
una de ellas coincide nuevamente con una banda de la fraccion polimérica, en el oligémero hay una sola

banda en la parte mas alta y el monomero presenta también una banda con actividad.

) TEST

FALLA UE ORi
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Placa 8B el revelador usado es vainillina en H,SO, en la placa se observa poca resoluciéon del extracto
crudo y la fraccién polimérica, pero no asi en cl caso del oligbmero y mondémero puesto que estas

fracciones son mas definidas, esto es que solamente se obsecrva una banda con una mayor resolucion.

En general de los tres mctodos utlllzados para la punﬁcacxon del extracto etanéhco el que resulto tener

monoméric:
que ¢n las primeras pla se obscrvé un componamlemo similar a la calequma

Placas de silica’ -

Eluyente Cloroformo-AAcéllco-Aguu 4-s-1
Muestras:

Q (querceuna) :

C (catequina)

M (Monémero del extracto de Etanol-Agua)

Placa 10

I
Revelador radical-DPPH Revelador B-car

TESIS CON
FALLA LE ORIGEN
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Obteniendo como resultado que tanto en la placa revelada con radical-DPPH (Placa 9) como la de
blanqueo con B-caroteno (Placa 10). las bandas de la fraccién monomérica presentan una similar
resolucién (Rf) que el estandar Catequina. ademas de que las tres muestras presentan actividad
secuestrante y antioxidante.

De la misma forma se procedié a realizar la<. eva]uacmnes cunnmatwas _de actwldad anuoxndanle

secuestrante, asi como de fenoles totales a las fraccnoneﬁ pollmerlca y monomerlca. comp..mmdoldc con las

del extracto crudo inicial.

4.4.3 Evaluaciéon Cuantitativa

4.4.3.1 Actividad secuestrante: ( radical-DPPH )
El método se basa en medir la capacidad secuestrante que tienen los compueﬁlo< preseme< en e] extraclo

para reducir al radical. mediante la donacxon de Atomos de hldrogeno smulendo es ectrofolometncameme

la decoloracién que sufre el reacuvo del purpura ‘al amarilloa 517 nm; que se mamﬁestu'en‘ la disminucién’

de la absorbancia con el transcurso del tiempo en que se lleva a cabo la reaccié

muestras. En la graﬁca 4 se mueslran los resuhados de sta; prueba.

cabe enalar que no <e lncluyo al

oligédmero. debldo a que l:.\ canudad obtemda fue muy poca. i
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% de Actividad S. con radical DPPH
{enriquecimiento del Ext. Etandélico)

% de Act, Secusstrante

Grifica 4. Porcentajes de actividad secuestrante con radical-DPPH del extracto crudo ctandlico y dos fracciones
obtenidas de la extracciéon selectiva.

En la grifica 4 se obscrva el % de actividad secuestrante que presentaron las diferentes fracciones

obtenidas dc la extraccién selectiva comparadas con el extracto crudo de la ciscara de uva del cual se:
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4.4.3.2 Actividad Antioxidante ( Blangueo con B-caroteno).

Para obtener el % de actividad antioxidante se aplica la prueba de blanqueo con B-caroteno que se basa

principalmente en medir la capacidad que tienen los compuestos con actividad antioxidante presentes en el

extracto para nimizar o inhibir la oxidacién decl B—caroteno en la solucién,. provocada por dnversos

anterior, Iaﬁ muest s se estandanzaron auna conccmracmn de 200 ppm (0.2 mg/ml) en metanol para que

de esta fOl’"’ld la prueba sea reproducnblc y oblener una media de los datos. En la grafca 5 se presenmn

los rcsultados obtemdos en esta prucba.

% de Actividad Antioxid con @-caroteno
(Enriquecimiento del ex. EtOH-Agua)

% de Act, Antioxidante

Ex. crudo Polimero Monomero

Griifica 5. Porcentajes de actividad antioxidante con blanquco con B-caroteno del extracto crudo etandlico y dos
fracciones obtenidas de la extraccién selectiva.
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En la grafica 5 se observa el % de actividad antioxidante que presentaron las fracciones obtenidas de la
extraccion selectiva comparadas con el extracto crudo del cual se partié (etanol-agua). de la misma
manera que en el caso anterior los resultados obtenidos para esta prueba fueron que al dividir al extracto

crudo en moléculas mas pequenas (polimeros 74.41% 'y monémeros 35.66%) su actividad antioxidante

también dnmmuye. esto es porque ya el monémero como lal no tiene suﬁcneme% arupos —OH d|<ponlble<

posic

deslocalizaciés ectron en laq dobles ligaduras ¢

4.4.3.3 Fenoles Totales (Método de Davis)

Tomando como referencia a la curva patrén mencionada ya anteriormente (pigina 77) se determina la

proporcién de -grupos’fendlicos de catequina presentes en cada fraccion obtenida de la extraccion

selectiva, de las cuales se obtuvieron los siguientes resultados:

[Muestra (200 ppm) | ppm catequina
tanol-C 192
tanol-P 128
tanol-mM 85.71
La tendencia - de estos datos es que ‘entre mdas grande es lu molécula - (extracto

crudo>polimeros>monémeros). la cantidad de fenoles totales serd en proporcién del tumupo de la
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fraccién, esto es que la cantidad de grupos hidroxilo (-OH) disponibles disminuyen. trayendo como

consecuencia un menor porcentaje en sus actividades (secuestrante y antioxidante).

Se logra demostrar que realmente como lo cita la literatura la fraccién polimérica es la que presenta un

mejor comportamiento en actividad frente.a las demis fracciones obtenidas, pero una de sus principales

monémero) y con:mejor resolucién en placa cromatografical

La ﬁnahdad de e<le traba_]o fue apro echar un subproducto denvado de la mdu:tna de loc vmo< de alto

valor agregado con e] proposuo de blen r un‘producto de ormen nalural como %on los anuox:dame< de la

cascara de oru_lo de uva (\'anedad Barbcra) Lo cual nos lle\'an a lu lgmehle< conclumone\.r :
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CONCLUSIONES

e De acuerdo a los resultados que aportaron las pruebas cuantitativas con radical-DPPH y blanqueo

con B-caroteno el extracto que presenté mayor actividad en ambas pruebas fue el obtenido con

etanol-agua, mismo que se corroboré por el método de,fenole< totales, por lo cual se eh i6 a este

ingredientes o materias pnma< de orlgen na(ur..\l.
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RECOMENDACIONES

I. Partir de una mayor cantidad de materia prima (cascara) y obtener un mayor rendimiento en las
fracciones enriquecidas para que posteriormente éstas puedan ser evaluadas. mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) y_de esta manera asegurarnos ’si realmente

nuestro compuesto es catequina. - B : - it

1I. Aprovechar las dlfereme fraccxone< (extracxo crudo pohmeros. ollzomeros y monomeros)

oblemdas para‘ u apli dClOn en lc e ahmemo= o blen para la obtenc:on de estandar de cmequma.

111, Emp]ear un melodo de'separacion a]lemo estoes si’ en la fraccnon monomerlca durante el analisi

de HPLC se obuene om  resultado o< o mée [ mpue%tos.

IV. Realizar un escalamiento'de todo el proceso; para evaluar costos y parimetros.

Indudablemente los: anuoxndanles natu aleﬁ d ormen recldual repre<eman un p..\pel imponame e

'lener ld pnonddd encima de los mtereses

pruebas o requmn

para consldemrlo< como

aditivos para los ahmenloe llevandoxe a cabo ectudloc cnemlﬁcamcme les:mrno~ y ﬁ.xble\.
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ANEXO 1

Preparacion de soluciones reveladoras.

Soluciéon _de _radical-DPPH al 0.29% en metanol: se pesan 0.2 g de radical-DPPH y se disuelven en
metanol. hasta llegar a un “Volumen de 100 ml en un matraz aforado. :

Solucién_de fB-caroteno 2l 0.05% en acetona: se pesan'0.0S g de B;cgroﬁgﬁo y se disuelve en acetona.
hasta llegar a un volumen de 100 ml en un matraz aforado. o i o 2

Solucién de vainillina-dcido_sulfirico se disuelven 0.5 g de vainillina en 100 ml de-4cido sulfarico-

etanol en una relacién de 40:10.

Preparacién de solucioﬁés para p:ugb Ehéhtitati\"hs.j

e de l‘ddlCdl DPPH (PM='§9 3

Solucién de B -caroteno: 20 mg de B-caroleno e

¥ esto se realiza por cada corrida redllzada par la pruebd de: fenolex lol.xle

Solucion de hidréxido de sodio (EaOH) 4 N: “se pewn v16 gide: l\a OH yise dmuel\'en con lOO ml de. agua

destilada.
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