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RESUMEN

El orujo de uva es el principal subproducto de la industria vitivinicola, y que contiene compuestos
fendlicos que pueden ser aprovechados en el desarrollo de diferentes productos alimenticios con
propiedades funcionales. Estos compuestos tienen una estructura que consta de grupos aromaticos
derivados del fenol, con grupos hidroxilo, responsables de las propiedades antioxidantes de estas
moléculas. El objetivo de este trabajo es realizar una propuesta tecnoldgica que contribuya al
aprovechamiento de los residuos de la industria vitivinicola a partir de los extractos etandlicos
obtenidos del orujo de uva roja (Cabernet Sauvignon-Malbec, Tempranillo, Cabernet Sauvignon y
Cabernet Franc) por diferentes métodos (maceracion a 20 y 60°C; sonicacion a 25°C), evaluando la
concentracion de compuestos fendlicos, capacidad antioxidante y perfil de polifenoles, para su
posterior aplicacion en una bebida hidratante. El contenido de fenoles totales se determiné a través
del método de Folin-Ciocalteu, la actividad antioxidante por medio del radical ABTS" y la
identificacion de los compuestos presentes se llevd a cabo por electroforesis capilar (EC). De
acuerdo con los resultados obtenidos se observé que las propiedades quimicas de los orujos
dependen de factores tales como: la variedad de uva utilizada, asi como las condiciones del proceso
de maceracién/fermentacion, siendo la variedad Cabernet Sauvignon la de mayor concentracion de
fenoles (232.21 mg AG/g orujo deshidratado) y actividad antioxidante (0.25 mmol TE/g orujo
deshidratado). Ademas, debido al origen de la materia prima, debe tomarse en cuenta también la
calidad microbiol6gica del producto para su aplicacion en alimentos para consumo humano. El
orujo Cabernet Sauvignon present6 cuenta en placa <10 para todos los indicadores.

A partir de la seleccién del orujo Cabernet Sauvignon, se encontré que el método de extraccion
también influye en las propiedades quimicas del concentrado, siendo el extracto correspondiente a
la maceracion a 60°C el que obtuvo el mayor contenido de fenoles totales (76.84 mg AG/mi
extracto) y actividad antioxidante (0.0897 mmol TE/ml extracto). Los compuestos encontrados en
este extracto fueron principalmente epicatequina, catequina, rutina, vainillina, &cido trans-cinamico,
acido coumarico, quercetina y &cido gélico. Se obtuvo un concentrado seco y se adicion6 a una
bebida hidratante, demostrando que este producto es una posible alternativa para el
aprovechamiento de los compuestos fendlicos del orujo de uva, con un contenido de fenoles totales
de 443.28 mg AG/600 ml y actividad antioxidante de 0.3053 mmol TE/600 ml de bebida.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La vid (Vitis vinifera L.) es una planta perteneciente a la familia Vitaceae, formada por
tronco, hojas, flores y frutos. El fruto, conocido como grano de uva, tiene una
extraordinaria importancia econdmica a nivel mundial (SAGARPA, 2014), debido a la
cantidad de productos que se pueden obtener a partir de él. Un ejemplo de esto es el vino.
Segun datos de la Organizacién Internacional de la Vifa y el Vino (OIV), la produccion
mundial de esta bebida en 2015 fue de 275.7 millones de hectolitros (excluyendo zumos y
mostos), en ligera alza de un 2% con respecto a 2014 (O1V, 2015).

El vino es una bebida resultante de la fermentacion alcohdlica completa o parcial de mostos
de uva en contacto o no de sus orujos. En el caso del vino tinto, el jugo es fermentado junto
con el hollejo y las semillas de la uva, para extraer los pigmentos y compuestos
responsables del aroma y sabor del producto final (Panda, 2011). La fermentacion se lleva a
cabo en tanques que cuentan con sistemas de recirculacion y agitacion para extraer los
compuestos importantes del hollejo (Cabello, 2012). Una vez que concluye la etapa de
fermentacion, se prensan los hollejos, semillas y pulpa para separarlos del mosto, y se
obtiene un residuo conocido como orujo. Este es el subproducto més importante de la
industria vitivinicola y cuenta con una concentracion de compuestos fendlicos considerable.
Desde el punto de vista de su actividad bioldgica, muchos compuestos fendlicos tienen
propiedades captadoras de radicales libres, lo que les confiere actividad antioxidante, que
podria estar relacionada con la prevencion de enfermedades cardiovasculares y de algunos
tipos de cancer. Existen también sustancias con actividad estrogénica, como las isoflavonas,
los lignanos vy el estilbeno resveratrol, mientras que otros, como los taninos, son capaces de
fijar metales y proteinas, lo que afecta a la biodisponibilidad de éstos y puede estar en el
origen de algunos efectos inespecificos (por ejemplo, antimicrobianos) o prevencién de
enfermedades neurodegenerativas (Barberan, 2003).

Actualmente, con el orujo de uva se puede obtener pectina, alimento para animales en
forma de harina, asi como aceite a partir de la pepita (Togores, 2003); sin embargo, se
puede aprovechar este subproducto para obtener extractos con usos potenciales en la

industria de los alimentos, por ejemplo, como antimicrobianos, antioxidantes naturales
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(Pazos, 2005) o como parte de la formulacion de un alimento funcional, adicionandolos en
alimentos o bebidas.

Debido al crecimiento en ventas de bebidas como agua embotellada y bebidas deportivas en
los dltimos afos, es importante diversificar el mercado ofreciendo alternativas mas
saludables o con multiples beneficios. Para esto, se pueden adicionar compuestos
bioactivos a bebidas diversas, como puede ser una bebida isotonica, definida por la
Secretaria de Salud (2011) como “una bebida saborizada no alcohdlica que es elaborada
por la disolucién de sales minerales, edulcorantes u otros ingredientes con el fin de reponer
el agua, energia y electrolitos perdidos por el cuerpo humano durante el ejercicio” (SS,
NOM-218-SSA1, 2011).

En este proyecto se realizara una propuesta tecnoldgica para el aprovechamiento de los
polifenoles provenientes del orujo de uva roja, a partir de la determinacion de fenoles
totales y capacidad antioxidante de los extractos etandlicos obtenidos por diferentes
métodos, asi como la identificacion de los polifenoles por el método de electroforesis
capilar, para realizar una propuesta de aplicacion en una bebida hidratante.
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1.1 Generalidades sobre la vid

1.1.1 Taxonomia, morfologia y compuestos principales
La vid es una planta perteneciente a la familia Vitaceae, género Vitis y especie vinifera L.
(Wilson, 2004), conformada principalmente por el tronco, las hojas, flores y frutos. Otras
partes secundarias son los zarcillos, los sarmientos y los raspones. La floracion y
crecimiento ocurren entre los meses de abril y mayo, con una duraciéon de 15-20 dias, y
posteriormente ocurre el cuajado del fruto, que varia entre 7-12 dias.
Los frutos de la uva crecen agrupados en forma de racimo (Figura 1), sujetos al raspon por

medio de un pequefio fragmento conocido como pedicelo, que soporta las bayas.

Figura 1. Partes que conforman la uva
Fuente: Togores (2003)

El grano de uva presenta una estructura formada por una pelicula exterior u hollejo, una
masa que rellena interiormente la baya (pulpa) y en el centro, un nimero variable de

semillas o pepitas (Figura 2).

}----- Peciolo

Figura 2. Corte esquematico de un grano de uva
Fuente: Togores (2003)
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La uva estd compuesta por dos paredes celulares: Paredes primarias (pulpa y hollejo),
principalmente compuestas de celulosa, pectinas, hemicelulosa, xiloglucanos vy
arabinoxilanos, y paredes secundarias, formadas a partir de las primarias por acumulacién
de xilanos, celulosa y sobre todo liginina. El hollejo es la parte exterior del grano de uva,
que encierra los tejidos vegetales que contienen las sustancias de reserva, protege las
semillas y defiende a los tejidos de las agresiones externas. Representa una fraccion
variable del grano de uva, que puede ir desde el 8 hasta el 20%.

La zona mas externa del hollejo se llama cuticula, y esta cubierta de una capa de pruina,
que le confiere al racimo un aspecto exterior mate, y posteriormente se presentan la
epidermis y la hipodermis, donde se ubican la mayor parte de los polifenoles y sustancias
aromaticas que contiene la uva. Los antocianos y taninos se sitlan en las vacuolas o en
estructuras especializadas de las células del hollejo. La riqueza en polifenoles del hollejo es
muy variable, dependiendo de la variedad de uva y de su grado de maduracién, pudiendo
contener valores del 12 al 61% de los polifenoles totales de la uva.

La distribucion de los polifenoles en el hollejo y especialmente los taninos, se adopta como
un mecanismo de defensa de la vid frente a posibles ataques de enfermedades. El nivel de
estas sustancias en los granos de uva, depende del momento de desarrollo de los mismos,
siendo mas elevado antes de la fase de maduracion. El hollejo estd considerado como la
fraccion de la uva que contiene los elementos que realmente caracterizan a un vino, a pesar
de que estos se encuentran en pequefias cantidades (Togores, 2003).

Las pepitas representan respecto del peso de uva, hasta un maximo del 6%. En cuanto a su
composicion, las pepitas contienen agua (25-45%), materias glucidicas (34-36%), aceite
(13-20%), taninos (4-6%), materias nitrogenadas (4-6.5%) y acidos grasos (1%) (Togores,
2003).

Las semillas de uva tienen dos compuestos de interés, uno es el aceite compuesto
especialmente de acidos oleico (13-28%) y linoleico (70-75%) de excelentes propiedades
dietéticas para el ser humano por su bajo contenido en colesterol. El otro son los taninos,
conteniendo de un 22 a 56% de los polifenoles totales del grano de uva, de los que un 28 a
56% son leucoantocianos o procianidinas y el otro 67 a 86% son catequinas y ademas una
fraccion importante de pequefias cantidades de acido galico, entre otros (Barberan, 2003).
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La pulpa representa un 75 a 85% del peso del grano de uva, formada por un tejido
parenquimatoso vegetal tipico, del cual, las pectinas representan de un 25 a un 50% de su
peso seco. Sus proteinas estructurales se deben mayoritariamente a la hidroxiprolina,
conteniendo ademas de un 15 a 25% de hemicelulosa y de un 20 a 30% de celulosa. El agua
es el compuesto mayoritario que contiene la pulpa, representando mas de un 80% de ésta,
seguida por los azUcares, con concentraciones variables medias entre 150 y 250 gramos por
litro, en funcion de la zona (Figura 3), mayormente glucosa y fructosa (Togores, 2003).

Concentracion de aziicares Hollejo

Azucar, 180g _

\! Acidez, 3.0g | |
Azucar, 166g

[ Acidez, 8.8¢g

Azucar, 187¢g
Acidez, 5.7¢g |-

Zona central |Zona intermedia I Fona exterior

Concentracion de acidos

Figura 3. Zonas de la pulpa. Distribucion de azticares y acidos
Fuente: Togores (2003)

Los &cidos organicos son compuestos importantes que estan contenidos en la pulpa. En
plena madurez del racimo se alcanza una acidez del orden de 3 a 7 gramos por litro
expresada en &cido sulfurico. Los &cidos mas importantes son el tartarico, malico y en
menor cantidad, el citrico. Las materias minerales son las mismas que aparecen en otros
organos vegetales de la vid. El potasio es el catibn mas abundante, representando mas del
50% de las cenizas. Le sigue en orden de importancia el calcio, magnesio, sodio, hierro y
otros.

Los polifenoles que contiene la pulpa, son fundamentalmente del tipo no flavonoides,
siendo los acidos cinamicos los méas abundantes. Los acidos benzoicos también se
encuentran en la pulpa, principalmente el acido galico. Los polifenoles de tipo flavonoide
no suelen encontrarse en la pulpa. Finalmente, el raspdn o escobajo es el elemento del
racimo de uva que sirve de soporte de las bayas, asi como también de alimentacion
mediante los vasos conductores situados en su interior. Representa del 3 al 7% del peso del

racimo (Barberan, 2003).
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1.1.2 Importancia economica
1.1.2.1 Produccion mundial

Los paises donde se produce uva en el mundo se encuentran entre las latitudes 50°N y 30°N
sobre la linea ecuatorial y 30°N y 50°N por debajo de la linea ecuatorial. Elementos
climaticos importantes para el crecimiento de esta planta son las temperaturas, las
precipitaciones, la humedad de la zona y el viento (Club Planeta, 2014).

Segun la FAO, los tres paises con mayor produccion de uva en el periodo 2013-2014 fueron
China, Italia y Estados Unidos de Ameérica con el 15.1, 10.4 y 10% respectivamente de la
produccion mundial la cual estd estimada en 77, 281,122 Toneladas (FAO, 2015). Los 10
primeros lugares juntos suman el 71.3% de la produccion mundial, y se muestran en la
Tabla 1. De la produccion total de uva durante el 2014, 55% se destiné a la elaboracion de
vinos, 35% al consumo de uvas de mesa, 8% en uvas pasas Yy el resto para zumos u otros

procesos intermedios (2%) (Vinetur, 2015).

Tabla 1. Principales productores de uva a nivel mundial durante el periodo 2013-2014

LUGAR PAfS PRO(%%'ON % | LUGAR PAlS PRO([T’B%'ON
1 China 11,650,024 15.1 6 Turquia 4,011,409 5.2
2 Italia 8,010,364 10.4 7 Chile 3,297,981 43
3 Estados Unidos 7,744,997 10.0 8 Argentina 2,881,346 3.7
4 Espafia 7,480,000 9.7 9 India 2,483,000 32
5 Francia 5,518,371 71 10 [ran 2,046,420 2.6

I
Fuente: FAO (2015)

La produccion de vino para este mismo periodo (2013-2014) fue de 27, 421,931 toneladas,
y los principales paises productores fueron Francia, Italia y Estados Unidos con el 16, 15y
12% (FAO, 2015). Los 10 primeros paises productores de vino se pueden observar en la
Tabla 2.
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Tabla 2. Principales productores de vino a nivel mundial durante el periodo 2013-2014

LUGAR PAlS PRO(%%'ON % | LUGAR PAlS PRO([T’g%'ON
1 Francia 4,293,466 16 6 China 1,700,000 6
2 Italia 4,107,370 15 7 Argentina 1,498,400 5
3 Estados Unidos 3,217,000 12 8 Australia 1,231,000 4
4 Espana 3,200,000 12 9 Sudafrica 1,097,200 4
5 Chile 1,832,000 7 10 Alemania 840,900 3

]
Fuente: FAO (2015)

1.1.2.2 Produccion nacional

La importancia de la produccion de uva en México se debe a su alto valor de produccion.
Es una actividad econdmica que genera gran cantidad de empleos, asi como ganancias
debido a la exportacion tanto de uvas frescas como de productos derivados. Es importante
destacar que aproximadamente el 50% de la produccion mundial de uva roja se utiliza a la
produccion de vino tinto. Entre las variedades utilizadas con mayor frecuencia estan:
Barbera, Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon, Grenache, Merlot, Nebbiolo, Sirah,
Tempranillo, Pinot Noir, Zinfandel, entre otros (Mejia, 2015).
En México se producen vinos tintos de excelente calidad, y la demanda de este producto
rebasa la oferta del pais, por lo cual, se importan vinos de otros paises.

1.1.3 Variedades de uva
La distincion entre las variedades de uva de mesa, de pasificacion y de elaboracion de vino
se realiza a través de sus caracteristicas morfoldgicas: el tamafio y forma de los racimos y
bayas, el grosor del hollejo o el nUmero de pepitas.
Existen variedades de uva destinadas especificamente a la pasificacion, como la Sultanina,
Corinto o Rosaki; y finalmente, se encuentran las uvas que son utilizadas en vinificacion,
debido a la presencia de compuestos fenolicos en concentraciones mayores a las uvas de

mesa (Comerge, 2016).
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Algunas de las variedades de uva para produccion de vino tinto se muestran en la Tabla 3.
En funcion de las variedades de uva utilizadas, asi como del estado de madurez, se
obtendrén vinos con distintas propiedades organolépticas.

Tabla 3. Variedades de uva utilizadas en la produccion de vino tinto

VARIEDAD  CARACTERISTICAS

Es la variedad tinta que ha tenido mas éxito en todo el mundo. Esta cepa se
CABERNET desarrolld en Burdeos. Sus frutos son muy oscuros, pequefios y con una piel
SAUVIGNON gruesa. Produce un vino austero, tanico y coloreado, con un aroma penetrante a
violetas y bayas.

Da lugar a vinos mas suaves y afrutados que Cabernet Sauvignon. Se cultiva en
CABERNET " - . . A
Burdeos para la produccion de vinos tintos, pero todavia es minoritaria en las
FRANC .
mezclas con Cabernet Sauvignon y Merlot.

Su tejido tanico le permite un envejecimiento mas prolongado en barrica. Sus
TEMPRANILLO | caracteristicas generales se aprecian en un aroma y sabor afrutado, con unos
taninos mds suaves.

De origen francés, posee un color oscuro azulado y una piel muy gruesa. Es
MERLOT aceptada por sus taninos menos secos que los de Cabernet Sauvignon vy
proporciona un sabor mas dulce y afrutado.

Originario del sudoeste de Francia, esta cepa encontro la tierra y el clima ideales
MALBEC para su desarrollo en Argentina, dando excelentes vinos de buen color y cuerpo,
de notable intensidad y concentracion.

Clasica de Borgofia y Champagne. Su fruto es pequefio, de piel oscura violdcea y
PINOT NOIR muy colorante, Sin embargo, el color en el vino se va perdiendo mas deprisa que
en el caso de otras cepas y se torna mas anaranjado.

Es por excelencia la cepa del Rodano y Australia. Idonea para cultivar en zonas
SYRAH calidas. Las uvas son ovoides y pequefias con un sabor muy agradable. Sus vinos
tienen un aroma caracteristico a violeta y frutos negros muy maduros.

Fuente: PlantVid (2015)

1.1.4 Productos a partir de la uva
Las uvas y productos derivados de las mismas contienen compuestos fendlicos, que son
metabolitos secundarios de las plantas y que contribuyen en gran medida al sabor y color de
las uvas, zumos de uva y vinos (Mazza & Girard, 1998).

1.1.4.1 Uvade mesa

La uva de mesa es el fruto comestible de la planta del género Vitis vinifera L. perteneciente
a la familia de las ampelidaceas para su consumo fresco (SS, NOM-120-SCFI, 1996).
Las uvas de mesa es una fruta carnosa que nace de unos racimos largos, sueltos, formados
por bayas redondas u ovaladas. Su piel es mas ruastica y persistente y puede presentar
colores verdosos, amarillentos, purpuras, rosados o negros. La pulpa es jugosa y dulce
(Comerge, 2016).
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Existen distintas variedades de uva de mesa, clasificadas en uvas finas y comunes. Las uvas
de mesa comunes tienen menores costos de produccién y precios ventajosos. Entre éstas,
las principales variedades corresponden a la Nidgara Blanca y la Nidgara Rosada, cuyo
destino es, casi exclusivamente, para la venta en el mercado interno. También tiene
importancia, en algunos segmentos de consumidores, la uva comun de mesa de variedad
Isabel, mientras que en los cultivos de la uva fina, se destacan las variedades Italia y Rubi.
La uva fina se puede clasificar también en funcién de si contiene o no semillas (BID, 2000).
1.1.4.2 Uva pasa
Las uvas pasas son el producto preparado con uvas secas sanas de variedades que se ajustan
a las caracteristicas de Vitis vinifera L., elaboradas en una forma apropiada para obtener un
producto comercializable, con o sin recubrimiento con ingredientes facultativos adecuados
(CODEX, 1981).
1143 Zumo
El zumo de uva (extraido por presion de uvas maduras) tiene una composicion muy similar
a la de las uvas excepto en cuanto al contenido de fibra bruta y aceites, los cuales se
encuentran principalmente en la pepita. Las uvas maduras producen zumos de mejores
caracteristicas organolépticas y de mejor color que las uvas inmaduras (Mazza & Girard,
1998).
El zumo de la uva se extrae mediante prensado en caliente. Tras el desrasponado/estrujado
de las uvas, el mosto se calienta a 60°C mediante un intercambiador de calor, y
posteriormente se afiade pectinasa para reducir la turbidez del producto. Se puede utilizar
metabisulfito potasico para impedir el pardeamiento. El zumo se pasteuriza a 85°C y se
almacena. Al final, el zumo se despectiniza, filtra y concentra (Mazza & Girard, 1998).
1.1.4.4 Vino
El vino es una bebida con contenido moderado de alcohol producida mediante la
fermentacion del zumo extraido de uvas frescas y maduras. Los vinos se pueden clasificar
segun los nombres de las variedades de uvas o con nombres genéricos correspondientes a
las regiones de Europa donde se produjeron los primeros vinos de ese tipo (Mazza &
Girard, 1998).
Los vinos tintos, que se producen mediante fermentacién con maceracion, contienen entre 2

y 3 veces mas compuestos fenolicos que los vinos blancos. Los vinos blancos son
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generalmente de sabor mas delicado que los tintos, debido a la ausencia de antocianinas y el

muy bajo contenido de taninos (Mazza & Girard, 1998).

La principal diferencia entre vinos tintos y blancos se encuentra en las operaciones previas

a la fermentacion (Figura 4): Mientras que el vino blanco se produce mediante la

fermentacion del mosto extraido de la uva mediante prensado, el vino tinto se produce

mediante la fermentacion del mosto mezclado con el hollejo de la uva, con el objeto de

extraer los compuestos que aportan color al vino (Mazza & Girard, 1998).

Para aumentar la extraccion de pigmentos rojos y de otros compuestos fenolicos y

aromaticos que contribuyen al caracter de los vinos tintos, se puede aumentar la

temperatura del mosto hasta 50-60°C antes de la fermentacion, o hasta 30-40°C después de

la fermentacion alcohodlica (Mazza & Girard, 1998).

VARIEDADES . Desrasponado
BLANCAS *  Esryjado ~ °  FPremsado
UVAS K
ORUIJIO
VARIEDADES Desrasponado
Estrujado MOSTO
i Levadura —» Fermentacion
Levadura —» Fermen'ta.c ron
alcohélica $
¢ Trasiego
Prensado ‘
I\’ Estabilizacion
ORUJO ‘
VINO Embotellado
/\ (VINO
B BLANCO)
Fermen,rac.lon —»  Trasiego
maloldctica ¢ =
Estabilizacion
Embotellado
(VINO TINTO)

Figura 4. Diagrama de flujo de la produccion de vinos tintos y blancos
Fuente: Mazza & Girard (1998)

1.1.5 Subproductos de la uva

A partir de la uva se han desarrollado una gran cantidad de productos, ademas de

subproductos que han ayudado a disminuir el impacto ambiental de los desechos

producidos por esta industria, todos estos a partir del subproducto principal: El orujo.
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El orujo o bagazo de uva se compone de los hollejos, pepitas y raspones prensados, y puede
representar hasta el 20% del peso de las uvas destinadas a vino o zumo (Mazza & Girard,
1998).

En el pasado, el orujo se eliminaba de diversas formas. En la actualidad, los viticultores lo
han esparcido por los vifiedos para mejorar el suelo, pero, a pesar de que a veces se paga a
los viticultores para que se lleven el orujo de las bodegas, esta practica es cada vez menos
frecuente. En consecuencia, se transportan grandes cantidades a vertederos y cada vez se
estd haciendo mas dificil encontrar terreno para ello y los vertederos se estan haciendo mas
dificiles de mantener (Mazza & Girard, 1998).

A partir del orujo se pueden obtener diversos productos, siendo los mas importantes el

aceite de semilla de uva, taninos y antocianinas, como se observa en la Figura 5.

ORUJODE UVA
Separacion
HOLLETO PEPITAS
Agua v sulfitos l l
Extraccion Laminado
ORUJO AGOTADO l
Prensado
EXTRACTOACUOSO
l ACEITE
Purificacion TORTADEPRENSADO
l Alcohol yagua
ANTOCIANINAS \‘ v
Extraccion
\DPEPI TAAGOTADA
L]
TANINOS

Figura 5. Diagrama de flujo de los subproductos obtenidos a partir del orujo de uva
Fuente: Mazza & Girard (1998)
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El orujo puede ser utilizado como pienso para animales, una vez que ha sido prensado,
despepitado, secado y triturado, en forma de harina, mezclada con otros alimentos o
formando parte de un pienso compuesto. También las hojas y racimos pueden ser usados
como pienso (Togores, 2003).

El aceite de pepita de uva es obtenido por el prensado o extraccion de las pepitas de uva,
que refinado se emplea para el consumo humano, especialmente en dietética por su elevado
contenido en acidos grasos no saturados y notable contenido en tocoferol (vitamina E). De
uso también en la industria cosmética, especialmente en la preparacion de cremas.

Las hojas rojas de otofio de variedades de uvas tintas, ricas en antocianos y otros
flavonoides, se utilizan en farmacéutica para la elaboracion de medicamentos contra
problemas vasculares, mientras que los raspones, una vez desecados, pueden emplearse
como combustible de bajo poder calorifico (Togores, 2003).

Muchos de los subproductos generados a partir del procesamiento de la uva presentan
compuestos bioactivos como los polifenoles, que pueden ser utilizados para el desarrollo de
alimentos funcionales y que contribuyen al aporte de nutrientes con beneficios en la salud
(Alzate, 2011).

1.2 Antioxidantes
Diversos compuestos pueden ejercer un efecto antioxidante. Entre ellos se encuentran los
antioxidantes fenolicos de origen natural, divididos en flavonoides y acidos fendlicos, que
se caracterizan por contener mas de un grupo fenol en su estructura. Para aprovechar las
ventajas de estos compuestos, se debe estudiar el fendmeno de la oxidacion, que afecta
tanto a sistemas bioldgicos dentro del cuerpo humano como a diversos alimentos.
Conociendo los mecanismos que imperan sobre estas reacciones, se pueden encontrar
alternativas para retrasar estos procesos y preservar el valor nutritivo de los alimentos
(Quifiones, 2012).

1.2.1 Oxidacién
La oxidacion es una de las reacciones metabolicas que ocurren en el cuerpo humano y en
los alimentos, y es esencial para la supervivencia de las células (Guo, 2009).
Sin embargo, detrds de muchas enfermedades cronicas, cuya aparicion es retrasada y su

gravedad disminuida por el consumo de alimentos de origen vegetal se encuentran procesos
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de estrés oxidativo mediados por radicales libres, que conducen progresivamente a una
disfuncion celular que acaba con la muerte de dichas células. Este estrés se podria definir
como un desequilibrio entre los pro-oxidantes y/o radicales libres por una parte y los
sistemas antioxidantes del organismo por otra (Barberan, 2003).

1.2.2 Radicales libres
Los radicales libres son moléculas con electrones desapareados, los cuales son altamente
reactivos. Estas moléculas participan en reacciones catalizadas por enzimas, transporte de
electrones en la mitocondria, traduccion de sefiales y expresion genética, asi como
activacion de factores de transcripcion nuclear (Guo, 2009).
Cuando se forma un exceso de radicales libres, éstos pueden alterar el funcionamiento de
enzimas protectoras (superéxido-dismutasa, catalasa y peroxidasa) mediante la auto
oxidacion, que es una reaccion de oxidacion en cadena que degrada diversas moléculas
organicas en organismos Vvivos, promovida por diversos agentes y mecanismos como altas
tensiones de oxigeno, radiacion y metabolismo xenobidtico (Guo, 2009). Esto propicia la
formacion de especies reactivas del oxigeno o ROS por sus siglas en ingles (Tabla 4).

Tabla 4. Especies reactivas del oxigeno (ROS)

ESPECIE NOMBRE COMUN

0, Oxigeno
°0,~ Anion superoxido
°0,? Perdxido
H,0, Perdxido de hidrogeno
HO’ Hidroxilo
ROOH’ Hidroperoxilo
102° Radical oxigeno singlete
RO’ Radical alcoxi
ROO’ Radical peroxi

1
Fuente: Guo (2009)

La auto oxidacién puede causar efectos letales en la célula (dafio oxidativo, envejecimiento
y enfermedades) a través de la oxidacion de componentes como acidos grasos
poliinsaturados, fosfolipidos de la membrana lipidica, colesterol libre, ADN y proteinas
(incluyendo enzimas), deteniendo la respiracion celular. Los lipidos son uno de los
constituyentes mayoritarios de los sistemas biologicos, y pueden sufrir reacciones de

oxidacion que provocan su deterioro (Guo, 2009).
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Los radicales libres provienen de diferentes fuentes, que pueden ser clasificadas de manera

general en enddgenas y exdgenas, como se muestra en la Tabla 5:

Tabla 5. Fuentes enddgenas y exdgenas de radicales libres

FUENTES ENDOGENAS FUENTES EXOGENAS

RESPIRACIC')N AEROBICA: LA MITOCONDRIA CONSUME
OXIGENO MOLECULAR, REDUCIENDOLO POR UNA SERIE
DE PASOS PARA PRODUCIR AGUA.

PEROXISOMAS: SON QRGANULOS RESPONSABLES DE
DEGRADAR LOS ACIDOS GRASOS EN OTRAS
MOLECULAS, PRODUCIENDO H,0, COMO PRODUCTO
SECUNDARIO, QUE RESULTA EN SU LIBERACION EN
OTROS COMPARTIMIENTOS DE LA CELULA Y EN UN
INCREMENTO DEL DANO OXIDATIVO EN EL ADN.

ENZIMA CITOCROMO P-450: LA INDUCCION DE ESTAS
ENZIMAS PREVIENE EFECTOS TOXICOS DE COMPUESTOS
EXTERNOS, PERO TAMBIEN RESULTA EN PRODUCTOS
SECUNDARIOS OXIDANTES QUE DANAN EL ADN.
CELULAS FAGOCITOS: DESTRUYEN BACTERIAS O
CELULAS INFECTADAS CON VIRUS MEDIANTE LA
LIBERACION DE COMPUESTOS OXIDANTES. ESTO
PROVOCA INFLAMACION CRONICA, UN FACTOR DE
RIESGO DE CANCER.

Fumar: Los dxidos de nitrégeno en el cigarrillo causan
oxidacion de macromoléculas y disminuyen los niveles
de antioxidantes.

Factores nutricionales: La dieta comun incluye vegetales
que contienen una gran cantidad de compuestos
fendlicos naturales, que pueden generan oxidantes a
partir de ciclo redox.

Radiacion/luz UV

Ejercicio vigoroso

|
Fuente: Guo (2009)

1.2.3 Mecanismos de oxidacion

La oxidacion puede ocurrir en todos los sistemas bioldgicos, ya sean alimentos o en el

cuerpo humano. EI mecanismo bésico de oxidacion de lipidos consta de tres fases, descritas

en la Tabla 6. La iniciacion ocurre cuando, en contacto con el oxigeno, un lipido insaturado

da lugar a un radical libre.

Tabla 6. Etapas de la oxidacion de lipidos y factores que intervienen

ETAPAS ‘ REACCIONES
(]
e (Calor
e RH + H,0 > R"+ O0H"
Iniciacion RH — R° + H° .
(]
(]
. R°+ 0, - RO, .
Propagacion o o
RO,” + RH - RO,H +R" o
Finalizacién R'+R >R-R
RO," + R’ — RO,R

‘ FACTORES DE CONTROL DE LA VELOCIDAD ‘

Radiaciones: Luz ultravioleta, radiaciones ionizantes

Pigmentos: Clorofila, citocromo C, mioglobina, hemoglobina
Enzimas: Lipasas, lipooxigenasas

Metales de transicion: Trazas de cobre y de hierro

Actividad de agua

Insaturacion de los lipidos

Concentracion de oxigeno

e (Concentracion de antioxidantes
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Fuente: Martel & Pascal (2000)

Las reacciones de iniciacion se llevan a cabo por la remocion de un radical hidrogeno del
grupo metilen alilico de un &cido graso insaturado o por la adicién de un radical al doble
enlace. También puede formarse hidroperoxido, producto inicial de la oxidacion, que se
descompone para formar compuestos responsables de sabores y aromas anormales, como el
hexanal, pentanal y malonaldehido.
En la propagacion, los radicales libres se convierten en otros radicales, procediendo como
reacciones en cadena, esto es, un radical da lugar a otro y asi sucesivamente. La formacion
inicial de un radical es la responsable de las transformaciones subsecuentes de
innumerables moléculas debido a la cadena de eventos.
La ultima fase es la terminacion, que ocurre cuando hay una reduccién en la cantidad de
lipidos insaturados (o acidos grasos) presentes, y como resultado, los radicales forman
enlaces entre ellos, y posteriormente, compuestos estables no radicales. Asi pues, la
reaccion de terminacion interrumpe las reacciones en cadena y, por lo tanto, detiene la
propagacion de estas reacciones de oxidacion (Guo, 2009).
En lipidos de membranas bioldgicas, el mecanismo béasico de oxidacién es un proceso
normal por medio del cual se obtiene energia. Cuando la oxidacion de estos compuestos es
dafiina, se conoce como peroxidacion. La oxidacion descontrolada de lipidos en las
membranas bioldgicas es la responsable de una gran cantidad de enfermedades.
Los hidroperédxidos de acidos grasos son los productos primarios de la oxidacién de acidos
grasos poliinsaturados. Los niveles elevados de estos compuestos observados durante
instancias de dafio celular han sido correlacionados con la degradacion de membranas
bioldgicas, inactivacion de enzimas y dafio a proteinas y ADN.
La iniciacion y propagacion de la peroxidacion lipidica es catalizada por el Hierro y
NADPH-citocromo P-450 reductasa microsomal. Esta enzima es responsable de la
formacion del anion superoxido, formado por la adicion de un electron en la molécula de
oxigeno diatomico, que cataliza la reduccion de los iones Fe (Guo, 2009).

1.2.4 Normatividad
Los productos alimenticios y en especial, los alimentos funcionales, pueden estar expuestos

a la manipulacion de sus efectos benéficos declarados en la etiqueta, asi como falsas
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aseveraciones sin sustento cientifico, por lo cual, es necesaria la creacion de normas y leyes
que regulen y estos comportamientos por parte de las empresas.
En el caso de antioxidantes, ha habido problemas debido a que, actualmente, la FDA
permite declaraciones tales como “buena fuente de antioxidantes” en productos que
contienen una cantidad significativa de nutrientes con propiedades antioxidantes bien
establecidas (Vitamina C y E) para las cuales la Ingesta Dietética de Referencia (IDR o
DRI por sus siglas en inglés “Dietary Reference Intake”) ha sido establecida (Para ser
“buena fuente de antioxidantes, un producto debe contener por lo menos 10% de DRI del
antioxidante en cuestion) (Watson, 2014).
La situacién es que no todos los antioxidantes que contienen los alimentos tienen una IDR
establecida, y, por lo tanto, no se pueden seguir los criterios legales establecidos para hacer
la declaracion de nutrientes antioxidantes en la etiqueta (Watson, 2014). Productos como
bebidas a base de cafe, asi como té (Jorstad, 2015), han tenido problemas con la declaracion
de antioxidantes.

1.2.5 Compuestos antioxidantes
Los compuestos antioxidantes cumplen varias funciones, entre las cuales, la mas importante
en la industria de los alimentos es el retraso de la oxidacion de compuestos lipidicos
contenidos en diferentes productos. Gracias a la adicion de antioxidantes, se puede prevenir
la aparicion de sabores extrafios y rancidez (fendmenos relacionados con la peroxidacion de
los lipidos), asi como mantener el valor nutricional de los alimentos.
Es asi que los antioxidantes se definen como sustancias que al estar presentes en los
alimentos en bajas concentraciones comparadas con las de una sustancia susceptible de
oxidacion, disminuye notoriamente o previene la oxidacion de dicha sustancia.
En sistemas bioldgicos, el dafio oxidativo al ADN y proteinas es de gran importancia en las
células de todo el cuerpo y puede ser un gran riesgo que propicia el desarrollo de cancer, asi
como enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, por lo cual se esperaria que los
antioxidantes capaces de disminuir este dafio in vivo tuviesen efectos anticancerigenos. A
pesar de esto, un antioxidante puede ser capaz de proteger un sistema alimenticio o

biolégico, pero puede no funcionar en otro (Guo, 2009).
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Los compuestos antioxidantes pueden clasificarse de acuerdo a su funcién en primarios,
secundarios y terciarios (Tabla 7), y en funcién a su origen en antioxidantes naturales y

sintéticos.

Tabla 7. Clasificacion de antioxidantes de acuerdo a su mecanismo de accion

PRIMARIO O RUPTURA DE CADENA Estos antioxidantes pueden neutralizar los radicales libres al donar uno de
sus propios electrones, deteniendo la reaccion en cadena.
Los antioxidantes resultantes que se conviertan en radicales libres son
relativamente  seguros, estables en circunstancias  normales
insuficientemente reactivos para iniciar algun efecto toxico.
SECUNDARIOS O PREVENTIVOS Actuian a través de diferentes mecanismos como:
Secuestradores de iones metalicos de transicion que no deben participar
como catalizadores en las reacciones.
Remocidn de perdxidos por catalasas y glutation peroxidasa, que pueden
reaccionar con iones metalicos de transicion y producir radicales libres.
Remocidn de radicales libres.
Se clasifican a su vez en quelantes y secuestradores de oxigeno, “oxygen
scavengers”.
TERCIARIOS Remueven biomoléculas dafiadas antes de que éstas se acumulen y de
que su presencia resulte en viabilidad y metabolismo alterado de las
células.
I —

Fuente: Guo (2009)

Numerosas moléculas naturales o de sintesis estan dotadas de propiedades antioxidantes;
sin embargo, para su utilizacion en alimentacion, la eleccion se basa en los productos que
presentan al maximo posible, ausencia de toxicidad, sabor, olor y color, ademas de eficacia
a baja concentracion, facil adicion, resistencia a tratamientos térmicos y precio bajo (Martel
& Pascal, 2000).

Entre los antioxidantes obtenidos por sintesis que se utilizan en la actualidad se encuentra el
3, 5, di-terbutil-4-hidroxitolueno o BHT, la mezcla de 2-terbutil-p-hidroxianisol y 3-
terbutil-p-hidroxianisol o BHA, galatos de propilo, de octilo y de dodecilo, y el 2-
terbutilhidroquinona o TBHQ. El uso de estas moléculas obtenidas por sintesis es, sin
embargo, regulado por las autoridades sanitarias del pais en cuestién. Las estructuras

quimicas de estos antioxidantes estan representadas en la Figura 6.
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OH OH OH OH
(H3C)3C C(CH3)3 C(CH3)3 C(CH3)3
\C(CH3)3
CH3 OH OCH3 OCH3
Butil hidroxitolueno Terbutil hidroquinona Butil hidroxianisol Butil hidroxianisol
BHT TBHQ 3-BHA 2-BHA

Figura 6. Estructuras quimicas del BHT, 3-BHA y 2-BHA y TBHQ
Fuente: Berdahl (2010)

Ademéas de los antioxidantes sintéticos, existen otros compuestos que han tenido un
desarrollo en el &mbito alimentario, estos son los antioxidantes de origen natural.
Los antioxidantes naturales, presentes en las plantas, presentan varias ventajas, entre las
cuales se encuentran la proteccion de componentes de los alimentos contra dafio oxidativo,
su absorcion en el cuerpo humano que puede ofrecer efectos benéficos y finalmente, su uso
en tratamientos terapéuticos (Guo, 2009).
El acido ascorbico (Figura 7), los ascorbatos de sodio o de calcio y el acido-palmitoil-6-L-
ascorbico son considerados a menudo como sinérgicos, aunque ellos mismos tienen
propiedades antioxidantes, son de origen natural y se utilizan también en alimentos (Martel
& Pascal, 2000).

Figura 7. Estructura del L-acido ascdrbico
Fuente: Berdahl (2010)

Otro grupo importante es el de los tocoferoles, una familia formada por 4 compuestos
importantes: a-tocoferol (Vitamina E), B-tocoferol, &-tocoferol y y-tocoferol (Figura 8)
(Berdahl, 2010).
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' R, R, R

1 3 3

CH, CH, CH, w-tocapherol

CH, H CH, p-tocopherol

H CH, CH, ytocopherol

H H CH, 3-tocopherol

Figura 8. Estructura de los tocoferoles
Fuente: Berdahl (2010)

Ademas, existen los antioxidantes fenolicos de origen natural, que se presentan en varias
formas, como &cidos fendlicos (&cido rosmarinico y carndsico), acidos hidroxibenzoicos
(&cido vanilico), &cidos hidroxicinamicos (acido ferulico y clorogénico), flavonoides
(quercetina, catequina y rutina), antocianinas (delfinidina), taninos (procianidinas, acido
elagico y é&cido tanico), estilbenos (resveratrol), coumarinas (o-coumarina) y aceites
esenciales (carvacol, eugenol). Muchos de ellos contienen mas de un grupo fenol en su
estructura (Berdahl, 2010).

Otros compuestos que presentan propiedades antioxidantes y su origen es natural son los

carotenoides y el acido citrico, ademas de los fosfolipidos, y algunas proteinas y péptidos.

1.3 Compuestos fenolicos
1.3.1 Caracteristicas de los polifenoles

Las frutas no s6lo proporcionan nutrientes necesarios para la vida, sino también
compuestos bioactivos que promueven estados saludables y prevencién de enfermedades.
Entre estos compuestos se encuentran los polifenoles, sustancias que desempefian un papel
importante, tanto en las plantas como en los alimentos. Estos compuestos han sido objeto
de numerosos estudios debido a su capacidad antioxidante y su efecto benéfico en la
prevencion de enfermedades cronico-degenerativas, como cardiovasculares y cancer
(Garcia, 2009).

En la industria de alimentos, la presencia de polifenoles puede limitar el deterioro por

reacciones de oxidacion, y, por tanto, extender su vida comercial. Esto también tiene un
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impacto en la salud del consumidor ya que es conocido el papel de los radicales libres en la
génesis de numerosas enfermedades (Garcia, 2009).
Los antioxidantes fendlicos (AH) bloquean la propagacion de la reaccion en cadena por su

capacidad de reaccionar con diferentes tipos de radicales (Martel & Pascal, 2000):

ROO° + AH - ROOH + A’
RO°+ AH - ROH + A°
R'+AH - RH+ A’
OH  + AH - H,0 + A

El radical antioxidante formado (A4"), estabilizado por resonancia, confiere al antioxidante

fenolico su eficacia (Figura 9).

OH o (o] o}
i H
R 4 ~———»= RH + —— @ -— @
H

Radicai libre  Fenol! Acido graso
de acido ~ 5 7
graso Radical libre antioxidante

{hibrido de resonancia estable)

Figura 9. Mecanismo de accion de un antioxidante fendlico
Fuente: Martel & Pascal (2000)

Estos fotoquimicos son compuestos con uno o0 mas anillos aromaticos y con una cantidad
variable de grupos hidroxilos que, por lo general, se clasifican de acuerdo al numero de

carbonos y grupos funcionales que los constituyen, como se muestra en la Figura 10.
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{ Acidos hidroxibenzoicos

— Acidos fenolicos

Acidos hidroxicinamicos

— Flavonoles

Polifenoles
I

— Flavonas

— Flavanoles

— Flavonoides —

— Flavanonas

— Antocianinas

— Isoflavonoides

Figura 10. Clasificacion de compuestos polifendlicos de la dieta
Fuente: Garcia (2009)

De forma general, los polifenoles se clasifican en &cidos fenolicos (acidos hidroxibenzoicos
e hidroxicinamicos) y flavonoides (Garcia, 2009). Los flavonoides tienen dos anillos
aromaticos (A y B), como estructura genérica, unidos por tres carbonos, generalmente
formando parte de un anillo oxigenado heterociclico, o anillo C. Por las diferencias en la
estructura general del anillo C se clasifican en flavonoles, flavonas, flavanoles y
antocianinas, como se muestra en la Figura 11 (Liu & Felice, 2007).

Los flavonoides se encuentran de forma natural en las frutas y vegetales (Wach &
Pyrzynska, 2005), normalmente como conjugados en formas glicosiladas o bien
esterificadas, pero también pueden aparecer en su forma libre (agliconas), especialmente
como resultado del procesado de las frutas. Se pueden encontrar muchas formas
glicosiladas en la naturaleza ya que se han descubierto mas de 80 azucares unidos a los
flavonoides (Hollman, 2000).
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(0]
Flavonoles O o Antocianidinas
H
R o 4@‘ COOH
0
OH

H
Acidos hidroxibenzoicos
“ \
OH

Flavanoles R

=]

O

(o]

Q
Q o

Acidos hidroxicinamicos

Figura 11. Estructura basica de los principales compuestos polifenoles
Fuente: Garcia (2009)

Las antocianinas, los glucésidos o formas unidas a azucares de las antocianidinas, son los
pigmentos responsables de los colores azulados, rojos y parpura en frutas. En su forma
aglicona (antocianidina) se caracterizan por poseer dos dobles enlaces en el anillo
heterociclico, dando lugar a compuestos conocidos como taninos que a su vez se clasifican
en taninos condensados (proantocianidinas) y taninos hidrolizables (elagitaninos y
galotaninos) (Seeram & Heber, 2007). Las posiciones mas importantes de hidroxilacion son
3,5y 7enelanillo A, y3y5enelB.

Dentro de las antocianidinas mas frecuentes en las frutas se encuentran la cianidina,
delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina, todas ellas hidroxiladas en las posiciones 3,
5y 7. Por lo general, las antocianidinas aparecen unidas a un mono, di o trisacarido en
posicién 3, o unidas a dos monosacaridos en posiciones 3 y 5, o bien 3 y 7. Los
carbohidratos que se encuentran unidos en las posiciones 3, 5, 7 son glucosa, galactosa,
ramnosa, arabinosa y xilosa (Garcia, 2009).

Los flavanoles son flavonoides estructuralmente similares a las antocianidinas, poseen un
hidroxilo en posicion 3, pero ningin doble enlace en el anillo heterociclico. También se les
puede encontrar formando parte de las proantocianidinas o taninos condensados. Existen
cuatro flavanoles de importancia en las frutas: dos ortodifenoles hidroxilados en las
posiciones 3 y 4 del anillo B (+catequina y -epicatequina) y dos trihidroxilados en las
posiciones 3, 4 y 5 (+galocatequina y -epigalocatequina). En las frutas, al contrario de otras
clases de flavonoides, los flavanoles monomeéricos se encuentran, por lo general, mas en

forma libre que en forma glicosilada o esterificada (Murkovic, 2003).
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Las flavonas y los flavonoles son flavonoides caracterizados por poseer un grupo ceténico
en posicion 4 y un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 del anillo heterociclico. La
diferencia entre estos flavonoides es que los flavonoles poseen un grupo hidroxilo en
posicién 3, lo cual parece tener importantes consecuencias en la biogénesis, y en los
papeles fisioldgicos y farmacoldgicos que desempefian (Garcia, 2009).
Las flavonas estdn ampliamente distribuidas entre las plantas superiores tanto en forma
aglicona como glicosiladas. Los flavonoles son los flavonoides més distribuidos entre las
frutas y vegetales, y la quercetina es uno de los mas comunes. La concentracion media de
quercetina en frutas varia en un rango de 15 a 70 mg/kg (Manach & Scalbert, 2004).
Los é&cidos hidroxibenzoicos pueden aparecer en forma libre en las frutas, pero
normalmente se encuentran formando parte estructural de otros polifenoles. Estos acidos
presentan una estructura general derivada del acido benzoico. Las variaciones de la
estructura estan basadas en la hidroxilacion y metilacion del anillo aromatico. Los
principales son: &cido p-hidroxibenzoico, vainillico, siringico y galico. Los &cidos
hidroxibenzoicos estan presentes, por lo general, en forma ligada, y son componentes de
estructuras complejas, como las ligninas y los taninos hidrolizables.
Los acidos hidroxicindmicos desempefian un papel importante debido a su abundancia y
diversidad. Existen cuatro estructuras derivadas del acido cinamico: Acidos p-cumarico,
cafeico, ferdlico y sinapico. Sin embargo, las formas libres de estos &cidos son muy raras,
por lo que se encuentran normalmente formando derivados glicosilados o esterificados a los
acidos fenolicos: quinico, shikimico y tartarico. Dentro de los derivados esterificados, el
acido clorogénico, que ha sido identificado en numerosas frutas, es el éster de los &cidos
cafeico y quinico. Dentro de los &cidos hidroxicinamicos, el acido cafeico (y sus derivados
esterificados) es el que predomina en muchas frutas con méas de 75% del total de acidos
hidroxicinamicos encontrados. Sin embargo, el acido p-cumarico es el predominante en los
citricos. El procesado de las frutas contribuye a la formacion de acidos hidroxicinamicos en
forma libre (Garcia, 2009).

1.3.2 Mecanismo de accidn y efectos benéficos
La induccion del dafio oxidativo mediada por radicales libres es la teoria mas aceptada

como factor de desarrollo de diferentes enfermedades cronico-degenerativas. La proteccion
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frente al dafio inducido por estos ROS puede lograrse mediante diferentes vias (Murkovic,
2003):

a) Eliminar la formacién de radicales libres mediante antioxidantes

b) Neutralizar los radicales libres por medio de antioxidantes para evitar las
reacciones en cadena y disminuir su propagacion

c) Mecanismo de reparacion

d) Secuestro de metales de transicién

La capacidad antioxidante de los polifenoles se debe a su capacidad de donar hidrogenos y
aceptar electrones de los radicales libres, debido a la presencia de los grupos aromaticos y
oxigenos en su estructura. Debido a la reordenacién de los electrones el radical resultante
no tiene suficiente energia como para generar mas reacciones (Murkovic, 2003).

En el hombre y otros organismos, las células estan expuestas de forma continua a diferentes
agentes oxidantes, algunos de los cuales son necesarios para la vida. Estos agentes pueden
venir del ambiente, alimentos, o bien, del metabolismo normal dentro de la célula. El factor
clave es mantener un equilibrio entre los oxidantes y antioxidantes para conservar las
condiciones fisioldgicas Optimas en el cuerpo. La sobreproduccion de agentes oxidantes
puede causar un desajuste que conlleva a estrés oxidativo. Una forma de prevenir o
disminuir el estrés oxidativo inducido por los radicales libres es consumir suficientes
cantidades de antioxidantes provenientes de la dieta. Las frutas contienen una amplia
variedad de antioxidantes (fitoquimicos) que pueden ayudar a proteger los sistemas
celulares del dafio oxidativo, y asi disminuir el riesgo de enfermedades cronicas (Liu &
Felice, 2007).

En el caso de la uva, las semillas, asi como el hollejo y el raspén son una fuente rica de
flavonoides, tales como: proantocianidinas, flavonoles y flavan-3-oles. Las
proantocianidinas son los compuestos principales, siendo las procianidinas predominantes
en las semillas y prodelfinidinas en la piel y raspones. Aproximadamente el 55% de las
procianidinas contenidas en las semillas de uva son del tipo polimérico. Estos compuestos
pueden estar en concentraciones de 1.68 a 3.19 g/kg de uva. Otros compuestos fendlicos
detectados en uvas enteras, piel y raspones incluyen acidos fenolicos y flavonoles (Garcia,
2009).
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Debido a los posibles beneficios de los polifenoles en la salud, muchas industrias
farmacéuticas y de suplementos han elaborado productos para enriquecer la dieta con estos
fitoquimicos. Sin embargo, los compuestos puros de forma aislada pierden bioactividad o
no se comportan de la misma forma que en el alimento completo. Existen numerosos
estudios que demuestran la relacion inversa del riesgo de cancer con el consumo de
alimentos ricos en fitoquimicos antioxidantes (Garcia, 2009).
Se ha demostrado que la combinacion de extractos de diversas frutas presenta un efecto
sinérgico en cuanto a su actividad antioxidante, lo cual se debe a la mezcla compleja de los
diferentes fitoquimicos presentes en las frutas completas que son responsables de la accion
antitumoral. Es por esto que un antioxidante aislado y purificado no puede remplazar la
combinacién natural de los mas de 8000 fitoquimicos presentes en frutas, con diferencias
en tamafo, polaridad, biodisponibilidad, entre otros factores. Ademas, el consumo de
suplementos de fitoquimicos purificados puede ocasionar concentraciones toxicas en
plasma (Liu & Felice, 2007).
Es necesario recordar también que aun no existe una dosis diaria de fitoquimicos y que no
es aconsejable tomarlos en grandes cantidades antes de tener una evidencia cientifica que
demuestre su inocuidad. Altas dosis de estos compuestos pueden provocar que el
fitoquimico actle como un prooxidante (Garcia, 2009).

1.3.3 Meétodos de extraccion
La extraccion de compuestos bioactivos a partir de fuentes naturales es una operacion
comun en la industria de alimentos, llevada a cabo mediante procedimientos tales como: la
extraccion con disolventes, la destilacion a vapor, con alta presién hidrostatica elevada y a
contracorriente, maceracion y ultrasonido, principalmente. Dependiendo del método
utilizado, pueden emplearse cantidades variables tanto de disolvente como de energia,
obteniéndose diferentes rendimientos (Rodriguez-Riera, 2014).
Las distintas metodologias propuestas para llevar a cabo la extraccion de polifenoles
difieren en cuanto a variables de operacion tales como: la temperatura, el tipo de disolvente,
el tiempo de extraccién y la relacién soluto-disolvente. La combinacion méas apropiada de
estos parametros es fundamental para lograr los mejores resultados en cuanto al contenido

de polifenoles, flavonoides y otras sustancias antioxidantes (Cruz, 2012).

25|Pagina



1. ANTECEDENTES

Los métodos para la separacion de componentes valiosos toman ventaja de la variacion de

la solubilidad de las fracciones en funcion del solvente y de la temperatura, por lo cual, ésta

ultima debe controlarse durante todo el proceso. Ademas, algunos de los componentes

importantes pueden presentar propiedades termo-sensibles (Fernaroli, 1975).

1.3.3.1 Extraccion por maceracion

La maceracion es un proceso de extraccion sélido-liquido, donde la materia prima posee

una serie de compuestos solubles en el liquido de extraccién que son los que se pretende

extraer. El proceso de maceracion genera dos productos que pueden ser empleados
dependiendo de las necesidades de uso, el sélido ausente de esencias o el propio extracto.

La naturaleza de los compuestos extraidos depende de la materia prima empleada, asi como

del liquido de extraccion (Fernaroli, 1975):

e Maceracion en frio: Se sumerge por tiempos largos el producto a macerar, dependiendo
de la materia prima. Las ventajas de la maceracion en frio consisten en la utilizacion de
equipos simples que requieren minimas cantidades de energia y en la capacidad de
extraer la mayoria de las propiedades de lo que se macera (dependiendo del solvente),
practicamente en su totalidad sin alterarla por efectos de temperatura, sin embargo se
necesitan periodos mucho mas extensos para lograr una extraccion adecuada.

e Maceracion con calor: El proceso consiste en el contacto entre las fases, el producto a
macerar Y el solvente, con la aplicacion de temperaturas que van desde los 30 °C hasta
los 70 °C. Al utilizar calor se acelera el proceso. La desventaja de la maceracion a altas
temperaturas es el dafio producido a los compuestos al final del proceso, que la mayoria
de las veces, éstos son termolabiles. Aunado a esto, se requieren equipos sofisticados
para el control de la temperatura, sin mencionar el consumo energético que dicho
proceso implica. No obstante, los periodos de tiempo de extraccion se reducen
favorablemente.

1.3.3.2 Extraccion por sonicacion

En afios recientes, se han desarrollado tecnologias limpias de extraccion de gran eficiencia

de componentes bioldégicamente activos provenientes de fuentes naturales, sin que ocurra

pérdida de la actividad bioldgica, con buen rendimiento y una elevada pureza. La

extraccion asistida por ultrasonido tiene requerimientos instrumentales bajos y su
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aplicacion resulta oportuna cuando la estabilidad del componente activo a extraer se afecta
con las temperaturas elevadas de los procesos convencionales.
El ultrasonido se basa en el fendmeno de cavitacion dado por la formacién, crecimiento y
colapso de burbujas de vapor o gas debido a la accion del campo ultrasonoro dentro de un
liquido. EI tiempo de vida de la burbuja es del orden de los microsegundos, su implosion
violenta genera, de manera localizada y transitoria, temperaturas elevadas en el interior de
la burbuja, presiones y la formacion de especies muy reactivas tales como los radicales
hidroxilos, hidroxiperoxilo y el peréxido de hidrégeno.
La extraccion asistida por ultrasonido utiliza ondas de una frecuencia determinada que
facilitan la extraccion de los compuestos bioactivos del material vegetal. Las particulas
solidas y liquidas del medio vibran y se aceleran ante la accion ultrasénica, como resultado,
el soluto pasa rapidamente de la fase solida al disolvente. La intensificacion en la eficacia
de la extraccion de productos naturales ha sido atribuida a la propagacién de la onda de
presion ultrasonica a través del disolvente, lo que genera la cavitacion, asi como efectos
térmicos y mecénicos (Rodriguez-Riera, 2014).

1.3.4 Variables de extraccion
La velocidad y eficiencia de la extraccion son afectadas por diversos factores,
principalmente por aquellos que tienen relacion directa con la solubilidad de los
componentes que se desean extraer. Otros factores importantes son la temperatura, la
concentracion del soluto y solvente, tamafio de las particulas, porosidad y agitacion (Tabla
8). El estudio de dichas variables es importante para determinar un proceso Optimo de

extraccion (Cruz, 2012).

Tabla 8. Principales variables del proceso de extraccion

VARIABLE EFECTO
Disolvente Unincremento en el contenido de polifenoles es reportado para el caso de extractos alcohdlicos.
La temperatura maxima para cada sistema estd limitada por el punto de ebullicién del solvente, el
Temperatura S o .
punto de degradacion del producto y la solubilidad de impurezas.
Concentracion del La concentracion del solvente es importante para soluciones acuosas, debido a la saturacidén y a la
solutoy solvente existencia de reacciones quimicas.
;g?;i%%ge particulay La reduccidn de particulas aumenta el drea de contacto y disminuye el tiempo de extraccion.
Agitacion La agitacidn otorga mayor eficiencia en la extraccion, ya que disminuye la resistencia a la difusion.

I
Fuente: Cruz (2012)
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1.3.5 Identificacion de polifenoles
Debido a que los polifenoles son compuestos polares que pueden ionizarse a alto pH (por
poseer varios grupos hidroxilo), la electroforesis capilar es una técnica ideal para la
separacion de éstos compuestos en muestras complejas. Como se puede ver en la Tabla 9,
existen innumerables reportes en la literatura donde se ha utilizado esta técnica para la

identificacion de los polifenoles.

Tabla 9. Compuestos encontrados en hollejo, semilla y orujo de uva roja mediante electroforesis capilar

AUTOR MATERIAL POLIFENOLES ENCONTRADOS
(Kammerer, 2004) Hollejo Anto’cu:anlnas, acidos hidroxicinamicos, flavanoles, y flavonol-
glucosidos

Catequina (189 mg/100 g), 49.8% del contenido total de
polifenoles

Epicatequina (98.6 mg/ 100 g), 26.0%
Epicatequingalato (35.5 mg/100 g), 9.3%

Procianidina B1 (22.1 mg/100 g), 5.8%

Procianidina B2 (19.3 mg/100 g), 5.1%

(Kammerer, 2004) Semilla

Flavonoides como catequina, epicatequina, epicatequin-
galatoy procianidinas Bl y B2 (188.7 a 1165 mg/kg materia
seca)

Acidos fenélicos (5.34 a 18.78 g/kg materia seca) como &cido
galico

Aceite de

(Thorsten, 2009) semilla

Procianidina B2 y catequina, conformando un 76.98% de los
fenoles totales para la mezcla agua etanol 70%

Acido galico

Acido coumarico
I

(Mildner, 2010) Orujo de uva

Debido a esto, y a que la electroforesis capilar es una técnica barata, rapida y de bajo costo
por andlisis, se decidio utilizarla para la identificacion de los polifenoles del orujo de uva
razon de estudio de esta tesis.

1.3.6 Fundamento de la electroforesis capilar
Esta técnica se basa en la migracion de las especies cargadas de una muestra en disolucion,
bajo el efecto de un campo eléctrico (Rouessac, 2003).
Durante la separacion, el capilar de silice es recorrido por un electrolito (un medio
tamponado) y debido a las cargas negativas de los grupos silanol, se crea un flujo de
disolvente conocido como flujo electroosmotico, el cual se incrementa con el pH del medio,
ya que a alto pH hay un aumento de cargas negativas de los grupos silanol de la pared del
capilar. Esta técnica es conocida como electroforesis capilar de zona (Rouessac, 2003).
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El equipo basico para electroforesis capilar, como se muestra en la Figura 12, consiste en

una fuente de corriente directa de alto voltaje para aplicar el campo eléctrico,

compartimientos anddico y catodico que contengan depdsitos de la disolucion tampén, un

vial de muestra en el que se introduce ésta, un detector y un tubo capilar (Harvey, 2002).

Entrada al

Detector

capilar

Electrodo de Pt _J
(+ dnodo)

Recipiente

Electrodo Electrodo
amortiguador amortiguador
0 muestra

Salida del

capilar

\‘ L. Electrodo de Pt
(- cdtodo)

Recipiente

Fuente de corriente

directa de alto voltaje

Figura 12. Diagrama esquematico de la electroforesis capilar

Fuente: Christian (2009)

El tubo capilar es un medio de separacién abierto en sus extremos, cuya longitud oscila

entre 20 y 80 cm (Rouessac, 2003). El tubo se encuentra lleno de disolucién con un

electrolito apropiado, y la muestra es inyectada por uno de los extremos del capilar en

volumenes desde 1 nl hasta varios pl (Christian, 2009).

La mayoria de los tubos capilares se fabrican de silice fundida cubierta por una capa de 20-

35 um de poliamida que le proporciona fuerza mecénica, como se ilustra en la Figura 13. El

diametro interno tipico es de 25-75 um, mientras que el externo es de 200-375 pum (Harvey,

2002).

poliimida

Abertura
capilar

Silice fusionada

Figura 13. Corte transversal del capilar utilizado en electroforesis

Fuente: Christian (2009)
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El sistema cuenta también con dos electrodos de platino que se sumergen en la solucion
conectados a la fuente de corriente eléctrica de alto voltaje (Christian, 2009). La diferencia
de potencial aplicada puede llegar a los 600 VV/cm (Rouessac, 2003), alcanzarse corrientes
de 250 pA y voltajes de 1 a 30 kV (Christian, 2009). Cabe hacer mencion que ya en los
experimentos la intensidad de corriente no debe sobrepasar los 100 pA, con el fin de que la
energia disipada se mantenga inferior a 3 W. Para limitar el calentamiento del capilar es
preferible situarlo dentro de un recinto con regulacion de temperatura (Rouessac, 2003).
El detector se ubica cerca de un extremo del capilar, a través del cual pasa la solucion. Se
hace pasar un haz enfocado por el capilar y se puede recolectar el haz trasmitido con una
fibra dptica acoplada a un tubo fotomultiplicador. Se puede detectar en longitudes de onda
de 190 a 800 nm (Christian, 2009).
El detector se encuentra ubicado a una distancia especifica del extremo anterior del capilar,
y cerca del compartimiento catédico. La sefial obtenida es la base de la obtencion del
electroferograma, que muestra el registro de la composicion de la muestra. Solo se
detectaran las especies que se dirigen hacia el catodo (carga negativa) (Rouessac, 2003) a
alto pH (condiciones utilizadas en este proyecto).
A medida que la muestra migra a lo largo del capilar, sus componentes se separan y eluyen
de la columna a diferentes tiempos obteniéndose un grafico que conocemos como
electroferograma (Harvey, 2002).

1.3.7 Identificacion de los componentes en electroforesis capilar
La identificacion de un componente se lleva a cabo en 3 etapas:

1. Se compara el tiempo de migracion del analito desconocido presente en el extracto
problema, con el del estandar del compuesto se sospecha es.

2. Al extracto del problema se le adiciona una pequefia alicuota del estandar que se
sospecha. Si el pico del compuesto desconocido en el extracto crece, entonces queda
identificada su composicion.

3. Por ultimo, también puede confirmarse su identidad al comparar el espectro de
absorcion del pico desconocido del extracto, con el espectro del estandar que se

sospecha.
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1.4 Alimentos funcionales

1.4.1 Alimentacion y nutrientes
El término nutricion se refiere al conjunto de procesos mediante los cuales el organismo
utiliza, transforma, incorpora y, finalmente, elimina una serie de sustancias quimicas
Ilamadas nutrientes, que forman parte de la alimentacion diaria (Menéndez, 2013).
Vernon Young definié el nutriente como un constituyente de la dieta completamente
caracterizado (fisica, quimica y fisiologicamente), natural o disefiado, que sirva como
sustrato energético, precursor de la sintesis de moléculas u otros componentes necesarios en
la diferenciacion, crecimiento, renovacion, reparacion, defensa y/o mantenimiento de la
célula, o bien todo aquel que funcione como molécula de sefializacion, cofactor,
determinante de alguna funcién, estructura molecular y/o promotor de la integridad de las
células y de los 6rganos (Young, 2002)

1.4.2 Definicién de alimento funcional
Un alimento es un constituyente de la dieta con multiples funciones, como son proveer
energia en forma de carbohidratos, proteinas y/o lipidos, producir placer a través de aromas,
colores, sabores, entre otras propiedades organolépticas y tener beneficios a la salud. De ahi
que no todos los alimentos tienen la capacidad de nutrir a las personas o de mejorar la salud
de aquellas, con excepcion de los alimentos funcionales (Guo, 2009).
El concepto de alimento funcional esta siendo cada vez mas identificado por las personas, y
la mayoria de ellas cree que estos productos pueden tener efectos benéficos en la salud.
Esta creacion de conciencia proviene de distintas fuentes tales como: los medios de
comunicacion (72%), proveedores de servicios de salud (44%), amigos y familia (20%), asi
como de libros sobre salud y dietas (13%) (Guo, 2009).
Los alimentos funcionales han surgido gracias a los avances cientificos alcanzados en
campos como la nutricion, la biotecnologia o la ingenieria genética. Dichos progresos son
utilizados por la industria alimentaria para el desarrollo de nuevos alimentos orientados
hacia una poblacion cada vez mas envejecida y consciente de los problemas de salud, y la
potencial influencia de la alimentacién en los mismos (Menéndez, 2013).
Un alimento funcional puede ser similar a o incluso un alimento comdn, que se consume de
manera normal en la dieta, y que tiene beneficios fisioldgicos y/o previene riesgos

relacionados con enfermedades crénicas (Guo, 2009).
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Actualmente el indice de mortalidad esta asociado a enfermedades no infecciosas, como:
obesidad, diabetes, enfermedades del corazon, cancer, desordenes mentales, hipertension,
enfermedades gastrointestinales, anemia, enfermedades bucales, etcétera, mismas que estan
relacionadas con lo que se consume (Guo, 2009). Asi pues, la clave para mantener una
buena salud en la poblacion esta directamente relacionada con una dieta balanceada.

La industria de los alimentos ha mostrado gran interés en satisfacer la demanda de estos
productos, apoyada por las organizaciones gubernamentales y autoridades en materia de
salud, que han impulsado el desarrollo de este sector por medio de la investigacion de los
beneficios de estos productos, asi como la creacion de normas.

Una de estas autoridades es la FDA (Food and Drug Administration por sus siglas en
inglés), que ha establecido los criterios bajo los cuales se pueden hacer declaraciones
relacionadas con alimentos funcionales, respaldadas por una gran cantidad de estudios en
laboratorios. Entre las declaraciones o “claims” aprobados (bajo ciertas condiciones
estipuladas por la FDA) se encuentran los indicados en la

Tabla 10

Tabla 10 Declaraciones aprobadas por la FDA para diversos alimentos funcionales

ALIMENTO FUNCIONAL AYUDA EN LA PREVENCION DE

CALCIO Osteoporosis

LIPIDOS EN LA DIETA Cancer

GRASAS SATURADAS Y COLESTEROL Enfermedades coronarias
SODIO Hipertension

GRANOS, FRUTAS Y HORTALIZAS CON CONTENIDO DE FIBRA Cancer

CARBOHIDRATOS ENDULZANTES NO CARCINOGENICOS Caries

ACIDO FOLICO Defectos en tubos neuronales
FIBRA SOLUBLE PROVENIENTE DE VARIOS ALIMENTOS Enfermedades coronarias
PROTEINA DE SOYA Enfermedades cardiovasculares

-
Fuente: Guo (2009)

Los alimentos que se ingieren, no solamente proveen al cuerpo de energia y nutrientes, sino

que también pueden tener un gran impacto en la salud. Una de las formas en las cuales se

puede mejorar la salud es realizando ejercicio, ya que ayuda a la circulacion, liberar el

estrés, entre otros beneficios.

El ejercicio resulta en la produccion de calor dentro del cuerpo, que a menos que se

elimine, puede llevar a un aumento significativo de la temperatura corporal. El sudor es el
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método principal del cuerpo para eliminar el calor. Sin embargo, si el agua perdida como
sudor no se reemplaza, entonces la deshidratacion ocurre y la temperatura del cuerpo
aumentara de cualquier manera. De esto se entiende que la ingesta de fluidos es un punto
critico para el aseguramiento del correcto funcionamiento del organismo (LUCOZADE,
2015).

1.4.3 Bebidas hidratantes
Las bebidas para deportistas estdn formuladas para proporcionar cantidades recomendadas
de energia para mantener un rendimiento éptimo durante la actividad fisica prolongada y
para ayudar a mantener el equilibrio de fluidos mediante la sustitucion de los electrolitos
perdidos a través del sudor, mismo que regula la temperatura corporal dentro de rangos
normales. Sin embargo, ocurre un proceso de deshidratacion, en el que inicialmente se
pierde agua, pero también electrolitos mientras se consume energia (Maughan, 2009).
Una persona deshidratada puede experimentar desde fatiga temprana y sed hasta desmayos
y golpes de calor, pasando por dolores, calambres y mareos. Al perder incluso una pequefia
cantidad de liquidos (por ejemplo, el 1% de peso corporal) se puede reducir el rendimiento
fisico (PROFECO, 2011).
Aunque una dieta bien balanceada provee los mismos ingredientes, los carbohidratos, agua
y sodio en las bebidas deportivas son una ventaja durante actividades de resistencia (cuando
la cantidad de sudor excede 8 litros por dia, ejercicios extenuantes que duren mas de 60
minutos, o una deficiencia de sodio o carbohidratos) (Popkin, 2009).

1.4.3.1 Clasificacion de las bebidas hidratantes

Las bebidas deportivas estan clasificadas de acuerdo a su osmolalidad, que es un indice del
namero de particulas en solucion. Este indice depende del tipo y concentracion de los
carbohidratos presentes, asi como del sodio en solucion. El plasma de la sangre tiene una
osmolalidad de 280-300 mOsmol/kg (LUCOZADE, 2015), y con base en este valor, se

clasifican las diferentes bebidas deportivas, como se indica en la Tabla 11:

Tabla 11. Clasificacion de las bebidas deportivas segtin su osmolalidad
CARACTERISITCAS

HIPOTONICA | Osmolalidad menor que la de la sangre.
) Contienen de 2-4 g/100 ml de carbohidratos y < 50 mg/100 ml de sodio.
ISOTONICA Misma osmolalidad de la sangre, en equilibrio con los fluidos del cuerpo.
Contienen de 6-8 g/100 ml de carbohidratos y 46-69 mg/100 ml de sodio.
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HIPERTONICA | Osmolalidad mayor que la de la sangre.
Contienen cantidades mayores o iguales a 10 g/100 ml de carbohidratos.

Fuente: LUCOZADE (2015)

1.4.3.2 Ingredientes y formulaciones
La mayor parte de las formulaciones comerciales para bebidas hidratantes contienen
cantidades similares de cada ingrediente. En general, estas bebidas son isotdnicas, con una
osmolalidad que cominmente se encuentra entre 280 y 340 mOsmol/kg. El contenido de
carbohidratos normalmente se encuentra entre el 6-7% e incluye combinaciones de glucosa,
fructosa, sacarosa y maltodextrina. La concentracion de sodio se encuentra entre 20-30
mmol/l, mientras que el potasio se encuentra aproximadamente en 5 mmol/l (Maughan,
2009). Ademas, la bebida combina otros ingredientes, tales como: saborizantes, colorantes,
conservadores, etcétera.
e Electrolitos
Los electrolitos son minerales que se mantienen en parametros estables cuando una persona
se encuentra bien hidratada. Con el inicio de la actividad fisica, estos electrolitos se van
alterando por deshidratacion y cuando se alteran vienen los problemas en el cuerpo. Aqui es
donde intervienen las bebidas hidratantes.
El sodio es el electrolito principal que se pierde al sudar. Aproximadamente 60% del sodio
en el organismo rodea las células y ayuda a mantener la cantidad correcta de agua dentro y
fuera de ellas, asi como en la sangre. Si una gran cantidad de sodio se deshecha en el sudor
y no se repone, entonces la concentracion de sodio en la sangre es reducida, aumentando el
movimiento del fluido dentro de las células. Consecuentemente, reemplazar el sodio
perdido en el sudor es importante para asegurar el perfecto balance de agua (LUCOZADE,
2015).
El sodio es el unico electrolito que ha demostrado su eficacia en estudios de reposicién de
liquidos, ya que proporciona beneficios fisioldgicos, estimula la llegada maxima de agua y
carbohidratos al intestino delgado y ayuda a mantener el volumen del liquido extracelular
(PROFECO, 2011).
Las pérdidas del potasio son mucho menores durante el ejercicio, asi que su reposicion es
menos necesaria que la del sodio; sin embargo, es conveniente incluirlo para reponer las

pérdidas cuando finaliza la actividad fisica. Finalmente, se encuentran los electrolitos como
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magnesio o calcio, que no son tan relevantes porque las pérdidas son pequefias y no son
prioridad reponerlas en el ejercicio (PROFECO, 2011).

e Carbohidratos

Los carbohidratos son una importante fuente de energia durante actividades de intensidad
media a alta. Desafortunadamente solamente hay una cantidad limitada de carbohidratos
(~2000 kcal) almacenadas en el cuerpo, las cuales, al ser gastadas por encima de un punto
critico, provocan una disminucién en el rendimiento (LUCOZADE, 2015).

Los carbohidratos ingeridos durante el ejercicio entran en el torrente sanguineo y funcionan
como fuente de energia para los musculos y el cerebro, ademas, promueven la absorcion de
agua en el intestino delgado (Maughan, 2009).

En la mayoria de los estudios realizados, el carbohidrato estudiado ha sido la glucosa, sin
embargo, el tipo de carbohidrato no parece ser un factor critico, y, ademas de glucosa, se ha
utilizado sacarosa, fructosa, jarabes de alta fructosa, maltodextrina, polidextrosa, entre
otros. Todos ellos han demostrado su efectividad en mantener la concentracion de glucosa
en la sangre, y mejorar el rendimiento. Las mezclas de glucosa y fructosa en cantidades
iguales tienen algunas ventajas, ya que hay un incremento en la cantidad de carbohidratos
totales exdgenos oxidados (Maughan, 2009).

Puede ser beneficioso agregar diferentes carbohidratos en la formulacion, ya que esto tiene
implicaciones en el sabor, que a su vez influye en la cantidad consumida, y, limitando la
osmolalidad, puede maximizar la velocidad de absorcion de azlcares y agua en el intestino
delgado (Shi, 1995).

e Saborizantes, acidulantes y colorantes

Muchos factores influyen en la palatabilidad de las bebidas hidratantes, y la adicion de una
variedad de sabores ha mostrado un aumento en la ingesta con respecto al agua pura
(Maughan, 2009). La incorporacion de acidulantes es considerada importante en bebidas
hidratantes, debido a que los electrolitos se estabilizan a su forma ionica en presencia de
estos compuestos. Se permite una gran cantidad de acidulantes en estas bebidas, entre las
cuales el acido citrico es el mas popular, seguido del acido malico y la vitamina C (Guo,
2009).

Por ultimo, los colorantes ayudan a reforzar la percepcion del sabor del producto,

especialmente cuando se encuentra embotellado. En algunas ocasiones, el color es incluso
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mas importante que la impresion general para el consumidor. Los colorantes seleccionados
deben funcionar bien en el pH del sistema, ademas de mantener sus propiedades a pesar del
tiempo, la temperatura o la luz (Guo, 2009).
e Otros ingredientes
Existe una tendencia creciente para modificar las formulaciones de bebidas hidratantes,
incluyendo otros componentes que pueden afectar las caracteristicas funcionales de la
bebida, como, por ejemplo, vitaminas y minerales, taurina, ginseng, cafeina, glicerol,
proteinas y aminoacidos, entre otros (Maughan, 2009).
Aunque existe evidencia de que el dafio a los masculos después del ejercicio puede ser
mediado al menos en parte por los radicales libres, es poco claro que la ingesta de
antioxidantes en la bebida tenga un efecto en estos procesos (Maughan, 2009).

1.4.3.3 Proceso de fabricacion
El agua potable es el ingrediente mayoritario en la fabricacion de bebidas deportivas,
conformando mas del 90% de la formulacion. También se adicionan carbohidratos,
electrolitos, acidulantes, saborizantes y colorantes. Todos estos ingredientes se mezclan en
tanques de acero inoxidable con sistemas de agitacion. Posteriormente, la mezcla se
pasteuriza para evitar riesgos sanitarios, utilizando intercambiadores de calor de placas en
las etapas finales del proceso. El producto final se envasa y almacena, algunas veces,

adicionado de conservadores (Figura 14).
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Agua potable .
Carbohidratos MEZCLADO 1

Sales MEZCLADO 2

Saborizantes

Colorantes N 71-72°C
Acidulantes PASTEURIZACION 15-20 s

Conservadores

ENFRIAMIENTO 25°C

FILTRACION

ENVASADO

ETIQUETADO

ALMACENAMIENTO

Figura 14. Diagrama de bloques para fabricacion de bebidas deportivas
Fuente: Guy & Wood (1974)

A continuacion, se describe el proceso de fabricacion (Gonzélez, 2001):

e Recepcion de la materia prima: Se reciben los ingredientes de los distintos proveedores
con el certificado de calidad correspondiente.

e Evaluacion de la materia prima: Se revisa que los ingredientes cumplan con los
parametros establecidos de acuerdo a sus especificaciones.

e Tratamiento de agua: El agua debe tener la calidad adecuada para poder ser
consumida. El tratamiento de agua debe asegurar que todo microorganismo sea
eliminado, eliminar aquellas sustancias que afecten la apariencia, sabor y estabilidad
del producto final y ajustar el pH del agua al valor requerido.

e Formacién del jarabe simple. Aqui se disuelven en cierta cantidad de agua los hidratos
de carbono.

e Formacién de jarabe terminado: Se mezclan el jarabe simple, las sales, los acidulantes,
conservadores, saborizantes y colorantes.

e Pasteurizacién: La solucién preparada es sometida a una temperatura de 71-72 °C
durante 15-20 segundos, en un sistema continuo de intercambiadores de calor de
placas, para asegurar que el producto esté libre de microorganismos patdgenos.

e Enfriamiento. Se enfria el producto a una temperatura de 25 °C.
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e Filtracion. El producto es filtrado a través de un filtro de determinado didmetro de
poro, para eliminar cualquier particula que se encuentre sin disolver.

e Envasado. Este se realiza en botellas de PET de diferentes capacidades.

e Etiquetado. Indicar la informacion de acuerdo a la NOM-051-SCFI/SSA1-2010.

e Almacenamiento. Los productos se almacenan a temperatura ambiente.

Se realiza un control de calidad del producto durante diferentes etapas de su produccién, asi

como al obtenerse el producto final envasado, para de esa manera asegurar un producto de

buena calidad. Durante estos muestreos se le realizan al producto andlisis microbiolégicos,

pruebas de pH, turbidez, determinacion de cloro y organolépticas (Guy & Wood, 1974).

1.4.3.4 Normatividad para bebidas hidratantes

En febrero de 2001, la Direccién General de Salud y Proteccién del Consumidor de La

Comision Europea redactdé un documento que indica que las bebidas deportivas deben

suministrar hidratos de carbono como fuente fundamental de energia y deben ser eficaces

para mantener una Optima hidratacion. Dicho documento recomienda los margenes

indicados en la Tabla 12 en la composicién de las bebidas para tomar durante la practica

deportiva (considerando una porcion como 240 mL) (PROFECO, 2011):

Tabla 12. Limites establecidos para bebidas hidratantes

COMPONENTE LIMITE

ENERGIA 19.2-84 kcal por porcion (no mas de 21.6 g por cada 240 ml)
SODIO 110-276 mq por cada 240 ml

POTASIO No mas de 93.8 mg en 240 ml

Fuente: PROFECO (2011)

En México, no existia documento alguno que regulara la comercializacion de bebidas
deportivas, hasta el afio 2011, cuando se cre6 la Norma Oficial Mexicana NOM-218-SSA1-
2011: Productos y servicios. Bebidas saborizadas no alcoholicas, sus congelados, productos
concentrados para prepararlas y bebidas adicionadas con cafeina. Especificaciones y
disposiciones sanitarias. Métodos de prueba. En esta norma se establecen las disposiciones
y especificaciones sanitarias que deben cumplir las bebidas deportivas, ademas de indicar
que el contenido de carbohidratos debe ser maximo 80 g/l y el de sodio entre 230 y 575
mg/l (SS, NOM-218-SSA1, 2011).
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2 OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar una propuesta tecnologica que contribuya al aprovechamiento de los residuos de la
industria vitivinicola en México a partir de los extractos etandlicos obtenidos del orujo de
uva roja por diferentes métodos, evaluando la actividad antioxidante, concentracion y perfil
de polifenoles, para su posterior aplicacion en una bebida hidratante.

Objetivos particulares

Objetivo Particular 1: Seleccionar el orujo deshidratado procedente de diferentes tipos de
uva mediante comparacion de sus propiedades quimicas, fisicoquimicas y microbioldgicas,
que permita contar con la materia prima de mejor calidad para la obtencidn de los extractos

etanolicos.

Obijetivo Particular 2: Obtener el extracto etandlico del orujo de por medio de sonicacion;
maceracion en frio y en caliente; utilizando mezclas 30-70% agua-etanol, para seleccionar
el método que permita obtener extractos con la mayor concentracion de fenoles totales y la

actividad antioxidante.

Objetivo Particular 3: Identificar los polifenoles de los extractos etandlicos obtenidos del

orujo, mediante electroforesis capilar para su posterior aplicacion en una bebida hidratante.

Objetivo Particular 4: Elaborar una bebida hidratante mediante la adicion del extracto de
orujo obtenido, cumpliendo con la normatividad existente de bebidas deportivas, para
generar una propuesta que contribuya al aprovechamiento de los residuos de la industria

vinicola.
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3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Cuadro metodolégico

Realizar una propuesta tecnoldgica que contribuya al aprovechamiento de los residuos de la industria vitivinicola en México a partir de los
extractos etandlicos obtenidos del orujo de uva roja por diferentes métodos, evaluando la capacidad antioxidante, la concentracion y
perfil de polifenoles, para su posterior aplicacidn en una bebida hidratante.

OBJETIVO GENERAL

OBJETIVO PARTICULAR1
Seleccionar el orujo
deshidratado procedente de
diferentes tipos de uva mediante
comparacion de sus propiedades
quimicas, fisicoquimicas y
microbioldgicas, que permita
contar con la materia prima de
mejor calidad para la obtencion
de los extractos etanolicos.

( )

. J

ACTIVIDAD1.1
Acondicionamiento del orujo
fresco para obtener el producto
en polvo.

( )

OBJETIVO PARTICULAR 2
Obtener el extracto etandlico
del orujo de uva por medio de

sonicacién; maceracion en frioy
en caliente; utilizando mezclas
30-70% agua-etanol, para
seleccionar el método que
permita obtener extractos con la
mayor concentracion de fenoles
totalesy la capacidad
antioxidante

J

*ACTIVIDAD 2.1

( OBJETIVOPARTICULAR3 )

L bebida hidratante. y

Identificar los polifenoles de los
extractos etandlicos obtenidos
del orujo, mediante
electroforesis capilar para su
posterior aplicacion en una

ACTIVIDAD3.1
Obtencion del extracto por el
método elegido.

~\

ACTIVIDAD3.2
Inyeccion de la muestra en
equipo de electroforesis 'y
adicion de estandares para la

OBJETIVO PARTICULAR 4
Elaborar una bebida hidratante
mediante la adicion del extracto
de orujo obtenido, cumpliendo
con la normatividad existente de
bebidas deportivas, para generar
una propuesta que contribuya al
aprovechamiento de los residuos

de laindustria vinicola.
: J

( )
ACTIVIDAD4.1

Preparacion de formulaciones

de bebida hidratante con

diferentes perfiles de sabor
\
|

J

*Obtencion de los extractos entificacion d N
etandlicos  por  diferentes | {l9entificacion de compuestos.
*ACTIVIDAD 1.2 métodos: Y ACTIVIDAD 4.2.
«Medicion d iedad » ) N Obtencion del extracto por el
edicion de propiedades en *- Maceracion en frio (20°C, 20h) método elegido y adicion en la

el orujo  fresco y +- Maceracién en caliente (60°C, ACTIVIDAD3.3. bebida hidratante
deshidratado: 1h) Hidrolisis del extracto con HCL \ J
+- %Humedad (Horno) «- Sonicacion (30°C, 1h) 1M por 1 hora a 90°C. !

«- Concentracion de . I ACTIVIDAD 4.3
(CSmDUtES;O: feﬂ(JtLIC;1>5 ! 7 ~ Evaluacion  sensorial  del
spectrofotometro isti
+- Capatidad antioxidante *ACTIVIDAD 2. 2 ACTIVIDAD3. 4 producto y andlsis estadistico

(Espectrofotémetro) *Medicién de las siguientes Inyeccion de la muestra € osresu talos'
«- pH (Potenciémetro) propiedades: hidrolizada en equipo de
«- %acidez (Titulacion) +- Concentracion de electroforesis y adicion de -ACTIVIDAD 4.4
«- °Brix (Refractémetro) compuestos fenolicos estandares para la T -
-~ Analisis microbiologicos (Espectrofotémetro) identificacion de compuestos. -Med'lctljor(\j de [La; ;!gu.lentes
(Cuenta en placa) «- Capacidad antioxidante . I J propiedades a ta bebida:
) (Espectrofotometro) - Concentramon’ de
I \_ _J compuestos fenolicos
! ACTIVIDAD3.5 (Es([:)ectrqgotc?me_tro)_d
Resultados y discusion +- Capacidad antioxidante
Analisi Acthll,l[t)iAD 13 . ACTIV,ID_AD 2.3 (Espectrofotometro)
dlisis estadistico Andlisis estadistico *- pH (Potenciometro)
+- °Brix (Refractémetro)
+- Analisis microbiologicos
(Cuenta en placa)
J
CONCLUSIONES
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3.2 Material de estudio

Los orujos empleados en este proyecto fueron de uva roja, resultante de la produccion de
vino tinto, donado por 4 casas vinicolas: de Freixenet de México, ubicado en el estado de
Querétaro una mezcla de Cabernet Sauvignon y Malbec, de Casa Xecue, Cabernet
Sauvignon, de la Escuela de Enologia Cabernet Franc y del Club de Bacchus Tempranillo,
las Gltimas tres casas se encuentran en el estado de Baja California.

El orujo fue almacenado en bolsas de polietileno a -20°C hasta el momento de llevar a cabo
los anélisis quimicos propuestos en el cuadro metodoldgico. Las muestras fueron analizadas
en un tiempo méaximo de 48 horas después de la descongelacion.

Para cada orujo se asigno un codigo para su identificacion durante la etapa experimental y

el andlisis de los resultados, conformado por dos letras, como se muestra en la Tabla 13:

Tabla 13. Cadigos asignados para cada tipo de orujo

CASA VINICOLA ‘ VARIEDAD(ES) DE UVA CODIGO
FREIXENET DE MEXICO Cabernet Sauvignon y Malbec SM
CASA XECUE Cabernet Sauvignon CS
ESCUELA DE ENOLOGIA Cabernet Franc CF
CLUB DE BACCHUS Tempranillo TP

Figura 15. Orujos deshidratados y molidos

3.3 Acondicionamiento del orujo

El orujo fue sometido a un acondicionamiento previo a la extraccion y analisis fisicos,
quimicos, fisicoquimicos y microbioldgicos, que consistio en secado, molienda y tamizado.
En la

Figura 16, se pueden observar las condiciones del proceso de acondicionamiento:

41|Pdgina



3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Orujo fresco — RECEPCION

CONGELACION -20°C

ALMACENAMIENTO | -20°C

DESCONGELACION ;‘hc
40°C
SECADO o
MOLIENDA
TAMIZADO Malla 20
25°C
ALMACENAMIENTO

Bolsas metalicas

Figura 16. Diagrama de bloques para acondicionamiento de orujo

Al momento de la recepcion del material de estudio, éste se muestre6 para determinar sus
propiedades fisicas, quimicas, fisicoquimicas y microbiolégicas. El orujo restante se colocd
en bolsas de plastico y se congeléd a -20°C, para su posterior almacenamiento hasta el
momento del secado.

El orujo que se requiri6 para secado en los dias posteriores, se descongelé en refrigeracion
por 2 horas, y se distribuy6 en charolas de acero inoxidable con papel encerado para su
secado a 40°C por 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo, se retiraron las charolas de
la estufa y se redujo el tamafio de particula hasta pasar por malla 20. Finalmente, se
almaceno el orujo deshidratado en bolsas metalicas a temperatura 20-25°C, en un ambiente

Seco.
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3.4 Obtencion de extractos etanolicos

El orujo deshidratado se pesé (0.375 g) en tubos para centrifuga y se adicionaron 1.5 ml de
etanol 70%, para obtener una relacion 1:4 m/v. La extraccion se llevé a cabo de acuerdo a
las condiciones mostradas en la Tabla 14. El extracto obtenido se centrifugd por 15 minutos
a 10,000 rpm, y finalmente, se filtro el extracto con biodiscos de 13 mm de didmetro y

tamanio de poro de 0.45 pum (Fig. 17).

Tabla 14. Condiciones de proceso para la obtencion de extractos etanélicos

TIEMPO
TRATAMIENTO TEMPERATURA (°C) H

MACERACION EN CALIENTE 60 1
MACERACION EN FRIO 25 20
SONICACION 25 1

Figura 17. Extractos obtenidos para cada uno de los orujos

3.5 ldentificacion de compuestos polifendlicos mediante electroforesis
capilar
Los compuestos fendlicos presentes en el extracto de orujo de uva roja fueron identificados

empleando la técnica de electroforesis capilar, mediante un sistema de electroforesis capilar
(marca Beckman Coulter, modelo PPZACE™ MDQ) (Figura 18).
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Figura 18. Equipo de electroforesis capilar utilizado para este proyecto

En la Tabla 15 se muestran los componentes del equipo:

Tabla 15. Componentes del sistema de electroforesis capilar
Silice fundida con cobertura de poliamida
CAPILAR Longitud total Entrada-Salida (L) de 53.4 cm
Longitud al detector (L) de 43.4 cm
Diametro interno del capilar de silice (I,) de 50 €m
DETECTOR | Arreglo de diodos
ELECTRODOS | Electrodos de platino

REFRIGERANTE | Fluorinert™ FC-77, marca 3M

32 Karat Software, Version 5.0, Build 1021
Copyright 1998-2001 Beckman Coulter, Inc.

SOLUCION BUFFER | Tetraborato de Sodio 50mM, pH 9.4

SOFTWARE

LONGITUD DE ONDA | 200 nm
|

3.5.1 Preparacion de la muestra
Se