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RESUMEN

La uva Vitis viniferg es conocida en todo el mundo por ser la frutéadpue
procede el vino. Durante la vinificacion se desgeendel fruto subproductos como las
pepitas, pieles, etc. que ultimamente estan cobrasgecial importancia debido a su
contenido en polifenoles y sus propiedades antamtaks.

Diversos estudios han ido dirigidos a investigierdntes métodos de extraccion
para obtener extractos con la mayor cantidad déepoles posibles y elevados valores
de actividad antioxidante. Asi pues con la idegal@er optimizar este proceso surge
este trabajo.

Se inicia el estudio con una comparativa entrereliftes metodo de secado de la
muestra como paso previo a la extraccion. Estosdnétson secado por estufa a vacio
(50 °C, 120 minutos, 200 mbar) y secado por lidition (10 horas a -45 °C, vacio a
0,25 mbar, 11 horas a 0 °C). Tras ello y con etiéircomprobar los resultados se realizé
una extraccion soélido-liquido (50 % etanol, 40 m2§-30-40-50 °C, 120 minutos) y se
determiné la cantidad en fenoles totales y actividatioxidante mediante los métodos
Folin-Ciocalteu y DPPH respectivamente. Los reslobaobtenidos muestran que la
mayor cantidad de polifenoles (30.93 mg AG/g extrageco) y la mayor actividad
antioxidante (0.247 mM Trolox/g extracto seco) daenia bajo un secado por
liofilizacidon y una extraccion solido-liquido a 50.

En la actualidad se estan investigando métod@&xulaccién no convencionales
que sirvan de alternativa a la clasica extracciélida-liquido. Asi pues surge el
segundo de los objetivos, que consiste en optimeasrcondiciones de extraccion
sélido-liquida asistida por ultrasonidos (tiempced&accion, temperatura de extraccion
e intensidad del ultrasonido), con el fin de mazanila actividad antioxidante extraible
de los extractos de pepita de uva.

Aunque el modelo no presenta un ajuste muy exgatia, valores de R2 algo bajos, el
método DPPH presenta cierta significatividad, pmrtdnto a la hora de ajustar el
método se dio mayor importancia a este paramegadas de TPC y FRAP.

Tras la realizacion de la optimizacion por mediouwh modelo de superficie de
respuesta, se obtienen unas condiciones que maxineizmétodo de extraccion que
resultan ser las maximas para cada uno de los pasndando por lo tanto una
extraccion con las siguientes condiciones: 50 @ mBnutos, 100 % intensidad de
ultrasonido.
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INTRODUCCION

La uva Vitis viniferg es una de las frutas mas cultivadas del mundbieSiel
vino ha sido consumido por el hombre desde la @etigd, sélo a fines de la década del
70 surge la relacion entre el consumo moderadargeyla conservacion de la salud
Aparte del vino, en los ultimos aflos esta cobramdpecial importancia los
subproductos de la vinificacion (pepitas, pielaips, etc.) debido a sus componentes
fendlicos con propiedades antioxidantes (Carrewz-Rodriguez et al. 2012; Casazza,
Aliakbarian et al. 2010; Casazza, Aliakbarian efall 2).

Las pepitas de uva son una rica fuente de fernol@someéricos, como (+)-
catequinas, (-)-epicatequina y (-)-epicatequina-8aato, asi como procianidinas
diméricas, triméricas y tetraméricas.. Asi puespexzaron a desarrollarse estudios en
los que se utilizaban extractos de hollejos pataarfos como suplementos en la dieta
y se confirmé que las propiedades antioxidantessties compuestos tenian su efecto
(Murga, Ruiz et al. 2000; Landrault, Poucheretl.e2@01; Yilmaz and Toledo 2004).

Los polifenoles extraidos de las pepitas de utdaaccomo antimutagénicos y
agentes antivirales, y estan estudiados sus eféetosficiosos en la prevencién de
tumores. Otra caracteristica propia de estos costpsies la inhibicion de la oxidacién
de las lipoproteinas humanas de baja densidad (lsi2lndo mas eficaces aun que los
valores dados pora-tocoferol (Ahn, Grin et al. 2002; Lau and King 30Medina,
Lois et al. 2006).

Pero no solo sirven estos polifenoles como agerpesventivos de
enfermedades, en otros estudios se ha demostradafigdiendo extractos de pepitas de
uva en pequeiias cantidades al producto a comerhibfa la oxidacion prematura del
alimento, alargando su vida util (Ozoglu and Bayg602).

Uno de los principales problemas que surgio a daizaceptar el uso de los
polifenoles como aditivos funcionales fue el tratmo previo de la muestra y el como
extraerlos, ya que al principio en muchos de Ie®€a&e producia una masiva peérdida
de los compuestos fendlicos o bien de su capaecid@axidante.

En diversos estudios se usan tratamientos prel@ols muestras simples, es
decir, secan las muestras en hornos convenciomalelevada temperatura durante
tiempos largos, algunos incluyen tratamientos aioyapero muy pocos usan la
tecnologia de la liofilizacion (Pinelo, Sineiroatt 2006; Makris, Boskou et al. 2007).

Las extracciones de polifenoles se han realizadontuchos tipos de solventes,
pero generalmente los mas usados han sido siemgtenoh etanol y acetona. En la
bibliografia consultada las proporciones de solvgntagua son muy variables, pero
tienen tendencia a estar en torno al 50 % de s@weBh0 % de agua. Generalmente los
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ensayos encaminados a extraer la maxima cantidgmbldenoles utilizan metanol o
acetona, pero los estudios encaminados a la exinapara el uso agroalimentario
utilizan etanol (Velioglu, Mazza et al. 1998; GhafoHui et al. 2009; Carrera, Ruiz-
Rodriguez et al. 2012).

Como en la extraccién de polifenoles de muchossagbroductos las primeras
investigaciones se llevaron a cabo con extraccibgaglo-liquido o sélido-liquido, las
cuales daban valores aceptables. Pero conformeatvarta tecnologia se empezaron a
estudiar nuevas técnicas de extraccion muy difeseat las convencionales, como
podian ser microondas, irradiacion, etc. (Casa¥lrakbarian et al. 2010).

Una de estas técnicas que se empezaron a invdstgan los ultrasonidos, ya
gue es una tecnologia rapida y eficaz. Los estugtibse esta técnica estan aumentando
exponencialmente durante los Uultimos afos, y losult@dos obtenidos son
inmejorables, ya que la relacion entre la cantidagbolifenoles extraida, la facilidad y
la economicidad del método hace que sea una téaooesible a cualquier estudio.

A la hora de determinar la cantidad de fenolesdsty la actividad antioxidante
de un producto existen numerosos métodos dispeniBktos se dividen en segin sean
reacciones SET, HAT. Los métodos con reacciones HBRAC, TRAP, TOSC, PCL,
ETC.) consisten en reacciones de transferenciandatemo de H (Hidrogen Atom
Transfer), y las reacciones SET (FRAP y CRA) cdasign reacciones de transferencia
de un electron. Algunos métodos conllevan ambasci@aes, como es el caso de
ABTS, DPPH y Folin-Ciocalteu (Prior, Wu et al. 2005

Asi pues los objetivos planteados para este tadsan encaminados a obtener
una extraccibn maximizada de los polifenoles de dapitas de uva mediante la
comparativa entre diferentes tratamientos previogeiodos extractivos.

El primero de los objetivos planteados fue compdos tratamientos previos de
las muestras. Estos consistian en dos tipos ddsesiando uno por estufa a vacio y el
otro por liofilizacién, y asi comprobar con cual tes dos se obtenian mejores
resultados.

El segundo de los objetivos fue el de optimizaa emtraccion solido-liquida
asistida por ultrasonidos mediante la realizac®niml disefio experimental de superficie
de respuesta, y asi poder estandarizar el métadcspdutura utilizacion en la industria
agroalimentaria
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1. ANTECEDENTES

1.1 POLIFENOLES

1.1.1 Los compuestos fenolicos en las plantas.

Las plantas vasculares sintetizan una gran cahtitda moléculas organicas,
como consecuencia de su metabolismo secundario.

Los fenoles son metabolitos secundarios ampliaendistribuidos en el reino
vegetal. Se localizan en todas las partes de éadgd y su concentracion es variable a
lo largo del ciclo vegetativo. Estos compuestodi@pan de diversas funciones, tales
como la asimilacion de nutrientes, la sintesisgicat la actividad enzimética, la foto-
sintesis, la formacién de componentes estructyrkleselopatia y la defensa ante los
factores adversos del ambiente.

Los fenoles estan asociados al color, las cafatiters sensoriales (sabor,
astringencia, dureza), las caracteristicas nuastivlas propiedades antioxidantes de los
alimentos de origen vegetal. La caracteristicaoamtante de los fenoles se debe a la
reactividad del grupo fenol (Robbins 2003).

1.1.2 Clasificacion de los compuestos fendlicos

El término fenoles comprende aproximadamente 800@puestos que aparecen
en la naturaleza. Todos ellos poseen una estructuman: un anillo fenol -un anillo
aromatico que lleva al menos un sustituyente hitlrox

OH

Figura 1.1. Anillo fendlico

Los polifenoles alimentarios se pueden clasiferamdos grupos: extraibles y no
extraibles. Los extraibles son compuestos de pasteculares bajos o0 medios que se
pueden extraer empleando diferentes disolventessasuy acuoso-organicos. Los no
extraibles son compuestos con un elevado peso maieo polifenoles unidos a fibra
dietética o proteinas que se pueden encontrarsaes$iaduos de las extracciones (Bravo,
Abia et al. 1994)

Por lo que se refiere a los polifenoles extrajldespueden clasificar, en funcion
de su estructura quimica, en &cidos fendlicos,u@siras simples (y que pueden
aparecer libres, como el caféico, el ferulico,-ebmarico y el sinptico, o esterificados,
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como el clorogénico, isoclorogénico, neocolorogenig criptoclorogénico) vy
flavonoides, estructuras mucho mas complejas, qgievez se subdividen en flavonas
(crisina, rutina), flavonoles (quercetina, miriogt), flavanoles o catequinas
(epicatequina, galato de epicatequina, epigalonataq galato de epigalocatequina),
flavanonas (hesperidina, naringenina), antocian{datinidina, malvidina, cianidina),
taninos condensados con un numero bajo de mononetcosos flavonoides se forman
a partir de fenilalanina, tirosina y grupos acetato

L i~ -hl"'\-:
A A Wﬁ\'*

Figura 1.2 Estructura general de un flavonoide

Los grupos de flavonoides mas extendidos sordasrfas y los flavonoles. Los
flavonoles forman O-glucésidos, pero las flavonasden formar O-glucésidos y C-
glucdsidos, que no se pueden romper por hidréésisla, a diferencia de los O-
glucésidos. Lo mismo ocurre con las flavanonasv@rébia et al. 1994).

Los polifenoles no extraibles incluyen taninos rdlidables y taninos
condenados con un elevado nimero de unidades aadéma polimérica. Los taninos
hidrolizables son estructuras poliméricas que pueatiivar del acido galico o de su
producto dimérico de condensacion, el acido hexakidifénico.

Los taninos condensados o proantocianidinas, popaste, son estructuras
polimericas, formadas por la union de flavan-3-ofepueden ser: procianidinas, con
una sustitucion3,4-dihidroxi en el anillo B (sélsté&n formadas por unidades de
epicatequina); prodelfinidinas, con una sustituc®#d,5-trihidroxi en el anillo B;
propelargonidinas, con una sustitucion 4-hidroxie¢ranillo B, aunque éstas ultimas
son mucho menos frecuentes en alimentos. Los casb2i8 y 4 del anillo B son
asimétricos y pueden aparecer con diferentes aoafigpnes. Generalmente, las
uniones se producen entre el C4 de la unidad supgrel C6 o el C8 de la unidad
inferior, aunque en ocasiones puede aparecer olexes entre el C2 de la unidad
superior y el C5 o el C7 de la inferior. Ademas,aidades de flavanoles pueden llevar
sustituyentes acilos o glucosilos, y uno de los freuentes sustituyentes acilo es el
acido galico, que forma un enlace éster con el @roiproxilo en la posicion C3
(Santos-Buelga and Scalbert 2000)

En cuanto al modo de accion de los polifenoles,daupos OH del anillo B
pueden donar un hidrégeno y un electron a radi¢atsxilo, peroxilo y peroxinitrito,
estabilizandolos y transformandose el flavonoide @ma molécula radicéalica
relativamente estable. También son capaces derguetales, formando complejos
que, aun asi, mantienen la capacidad antioxidd&mecualquier caso, éste seria un
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efecto adverso en personas con deficiencias cniea algunos metales (Heim,
Tagliaferro et al. 2002)

Finalmente, algunos polifenoles, ademéas de suigrapcion antioxidante,
pueden potenciar las actividades de enzimas ad#intes, como la genisteina, una
isoflavona que potencia la catalasa, la glutatieroyxidasa, la glutation reductasa y la
SOD (Donma and Donma 2005)

provocado que se hayan publicado un gran nimetoabeajos estudiando este
aspecto (Villafio, Ferndndez-Pachodn et al. 20055e$jdPaiva-Martins et al. 2006). De
manera general, se puede sefalar que la presensisstituyentes hidroxilo aumenta la
capacidad antioxidante. En el caso de los flavanddemayor capacidad antioxidante se
produce con una estructura orto-dihidroxi en ellaf® y un OH en la posicion 3, un
doble enlace 2,3 y una funcién oxo en el C4, lo gu&re con la quercetina. Por otro
lado, la glucosilacion de los flavonoides reduceapacidad antioxidante en relacion a
las correspondientes agliconas.

Por otro lado, algunos autores han sefialado d¢lohde que, dado que a pH
fisiologico algunos de los grupos fisioloégicos des |polifenoles pueden estar
desprotonados, lo que reduciria la capacidad adtote respecto a la forma protonada
(Lemanska, Szymusiak et al. 2001))

En lo que se refiere a los taninos condensadobagaesultados concluyentes
sobre el efecto que puede tener el nimero de maondmen la cadena sobre la
capacidad antioxidante del compuesto (Santos-Baelde&scalbert 2000)

En cualquier caso, siempre hay que tener en cwtripo de medio en el que
actuaran los antioxidantes como punto de partida pafinir su accién; asi, se ha
observado en ensayos en liposomas que los acidodradifendlicos son mas
antioxidantes que los trihidroxifendlicos, al camio de lo que ocurre en medio acuoso,
debido a sus mayores coeficientes de particioralihgente, en este medio parece ser
que el sustituyente del anillo fendlico tiene unmgpadrtancia menor que en el medio
acuoso (Siquet, Paiva-Martins et al. 2006)

Igualmente, se debe considerar que estructurdfemulicas que presentan una
mayor capacidad antioxidanie vitro, no necesariamente la tendranvivo, asi, un
reciente estudio demostro que ciertos polifenoleslados, quen vitro presentan una
capacidad antioxidante muy inferior a la de sumé® no metiladas, mostraban después
una mayor capacidad para proteger a cultivos cekilde la toxicidad inducida por
peroxido de hidrégeno (Deng, Zhang et al. 2006)leDmisma manera, los compuestos
fendlicos més abundantes en los alimentos no stesagamente los mas absorbidos; el
acido galico, por ejemplo, presente en generabegantraciones mucho mas bajas que
otros polifenoles, es uno de los que presenta reayasas de absorcion.

Precisamente, el metabolismo de los polifenoles,thsas de absorcidon y las
posibilidades de que puedan ejercer sus efectas@antesin vivotras ser absorbidos,
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han sido también profusamente estudiados. Los glda® de flavonoides son
absorbidos en el intestino tras degradarse, dago hilas agliconas, que van al higado,
donde experimentan procesos de metilacion, suifatag glucuronidacion, y de ahi
pasan a la sangre, dependiendo del compuesto stidcuel tiempo necesario para
alcanzar maximos en sangre, y estando entre 30tasinu 9 horas. El grado de
glicosilacion influye en la absorcion intestinal.

Por lo que se refiere al resto de los compuestlifepdlicos, en general no
absorbidos, se deberia tener en cuenta, en prugar, Ique podrian tener un efecto a
nivel local en el tracto gastrointestinal. Esto iegportante, dado que el tracto
gastrointestinal esta continuamente expuesto adera de los radicales libres. Por
ejemplo, en el estbmago se producen mezclas de asabrbico y hierro, dando lugar a
una combinacién prooxidante; aparecen peroxiddslitips, aldehidos citotoxicos e
isoprostanos de la dieta, y en el intestino seattcelulas inmunes debido a toxinas de
los alimentos (Rivero, Pérez-Magarifio et al. 2005)

Asi mismo, parece ser que parte de los polifengies llegan intactos al
intestino grueso son fermentados por la microfiotastinal, proporcionando un medio
ambiente antioxidante en el colon y pasando desjpgésroductos obtenidos a través
de la vena porta hasta el higado, donde serianboletados (Santos-Buelga and
Scalbert 2000); (Heim, Tagliaferro et al. 2002).

En cualquier caso, se debe también indicar quehasugolifenoles con
estructuras oligo- o poliméricas, que durante mugmpo se habian considerado no
disponibles en el intestino delgado, han mostragitas tasas de absorcion en diversos
estudios. Asi, aunque los oligdbmeros de prociaaglimo pueden ser absorbidos como
tales, los jugos gastricos los descomponen en mer&de epicatequina y unidades
diméricas y oligoméricas que si pueden ser absaspig en pruebas de digestiibn
vitro se ha observado que un pequefo porcentaje danio®$ condensados pueden ser
hidrolizados por las enzimas del tracto gastrotimal de los que a su vez en torno a la
mitad podrian ser absorbidos en el intestino deld&errano, Goii et al. 2007).

Finalmente, no hay que olvidar que se han indicgdsibles efectos
prooxidantes de ciertos polifenoles. Se han desefitctos cromosdmicos inducidos
por las isoflavonas de la soja, asi como que p@entarcinbgenos quimicos y que
ejercen efectos negativos en la funcién cognitiedod ancianos (Donma and Donma
2005). Por lo que, al igual que ocurre con otrasmeestos antioxidantes, la ingesta de
polifenoles se debe mantener dentro de unos rapgms que sus posibles efectos
beneficiosos no se transformen en negtivos pasallal
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1.1.3 Actividad bioldgica de los compuestos fenoélicos
1.1.3.1. Actividad biolégica de los compuestos fendlicos presentes en alimentos.

Los polifenoles poseen acciones molusquicidas, ihentinticas,
antihepatotoxicas, antiinflamatorias, anti-diarasicantitlcera, antivirales, antialérgicas
y vasodilatadoras. Se ha verificado que inhibenrdplicacion del virus de la
inmunodeficiencia Humana (HIV) y del virus simple&xmano (HSV), inhiben las
glucosil transferasas d&itreptococcus mutar(saries dental), inhiben la autoxidacion
del ascorbato, también inhiben efectos citotoxidas,promocion del crecimiento
tumoral y la enzima xantina mono-amina oxidasa.actividad antioxidante de los
fenoles es el origen de funciones bioldgicas talesio la anti-mutagénica, anti-
cancerigena y anti-envejecimiento (Velioglu, Magtzal. 1998).

Los flavonoides, en particular, exhiben una amgéeaa de efectos bioldgicos,
incluyendo actividad antibacteriana, antiviral, iiaflamatoria, antialérgica,
antioxidante, anti-trombotica y vasodilatadora (Bigraju and Becker 2003).

También hay que decir que existe evidencia epiolégica acerca de los
beneficios para la salud del consumo abundanteutiesfy verduras en la dieta. Altas
ingestas de frutas y verduras estan asociadas |lcorargenimiento de la salud y la
prevencion de enfermedades. El pensamiento vigentla el alto contenido de
antioxidantes con la inhibicién de las enfermedgutesocadas por el dafio oxidativo,
tales como la enfermedad cardiaca, las hemipleghsancer (Robbins 2003).

Se ha probado, tanto epidemioldgica, asi comorgwpetalmente, la relacion
existente entre una ingesta aumentada de antiaemlaen la dieta, asi como de
vitaminas C y E, \B caroteno y la prevencion de la enfermedad coran@vinson and
Hontz 1995) determind que la ingesta de flavonoatesa dieta, la mayoria a partir de
té, se asocié con una reduccion de las muertesepi@rmedades coronarias. Los
flavonoides de las plantas, especificamente lostélebon poderosos antioxidantes,
comprobadosn vitro en un sistema de oxidacion de lipoproteinas (LEijulando lo
que ocurre en el cuerpo humano.

Pero aparte de estos alimentos también se egjuditas hierbas utilizadas para
realzar y complementar los sabores de los alimestws fuentes de compuestos
fendlicos; el consumo de hierbas esta asociadacarbaja incidencia de cancer y baja
mortalidad por esta misma enfermedad (Zheng andy\2a01).

Los flavonoides y otros compuestos fendlicos acera forma preventiva en el
desarrollo del cancer y de la enfermedad corondréa.ingestion de vino tinto
desalcoholizado 6 de una mezcla de compuestosdes@xtraida del vino tinto mejora
el status antioxidante del plasma en humanos. idwoo de dietas controladas altas en
frutas y verduras incrementa significativamentedpacidad antioxidante del plasma en
humanos. Estudios epidemiolégicos han demostrada &Bociacion negativa
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significativa entre la ingesta de frutas y verdyrdas mortalidad debida a la enfermedad
cardiaca (Kéhkdnen 1999).

Un aumento en la ingesta de antioxidantes fer®licturales se correlaciona
con una reduccion de las enfermedades coronariegsyicas en compuestos fendlicos
se asocian con mayor expectativa de vida. Estgaga@des incluyen actividad anti-
cancer, antiviral, antinflamatoria, efectos soladrhgilidad capilar, y habilidad para
inhibir la agregacion de las plaguetas humanafsEstmpuestos pueden moderar la
peroxidacién de los lipidos involucrados en la@énesis, trombosis y carcinogénesis.
Sus propiedades conocidas incluyen la captura dieatas libres, fuerte actividad
antioxidante, inhibicion de las enzimas hidrolisicg oxidativas (fosfolipasa A2,
cicloxigenasa, lipoxigenasa) y accion antiinflamiat¢Siddhuraju and Becker 2003).

Los flavonoides provenientes de verduras y fratasumidos en la dieta estan
inversamente relacionados con la mortalidad caugadé& enfermedad coronaria. Los
flavonoides del vino tinto han demostrado fuertivaiad de inhibicion de la oxidacion
de las LDL;in vitro ein vivoreducen la agregacion de las plaguetas y esteoseéaon
la reduccion de la mortalidad por enfermedad caedioular. La (+) catequina ha
demostrado prevenir la oxidacion del plasma hungaimhibir la oxidacion de las LDL.
Los flavonoides pueden explicar los efectos protestde la dieta mediterranea (rica en
vegetales, frutas y vino) contra las enfermedadasli@vasculares. La mayor
concentracion de (+) catequina en el plasma senabss sujetos que con-sumieron
frutas, verduras y vino. Su accion antioxidantenfagregacion de las plaquetas puede
explicar parcialmente la proteccion relativa comér&nfermedad coronaria (Ruidavets,
Teissedre et al. 2000).

Los flavonoides son la clase predominantementeriggs de los fenoles
presentes en los alimentos, porque son aproximadar2é3 de los fenoles consumidos
en la dieta humana. Los taninos también son un@tduenportante de antioxidantes.
Debido a su presencia ubicua en los alimentosigerovegetal, los humanos consumen
compuestos fendlicos a diario. El rango de conswmode 25 mg a 1g por dia
dependiendo del tipo de dieta (frutas, vegetalemasp, té, especias) (Robbins 2003);
(Hagerman, Riedl et al. 1998).

Existen numerosos estudios sobre la actividadxéidinte de los alimentos de
consumo corriente en las diferentes culturas: latsd, las hierbas, el té, el cacao, las
verduras, los cereales, entre otros.

Frutas

Las especies frutales tipo bayéaccinium myrtillus(arandano)Ribes nigrum
(casis o grosella negraRibes grossularia(uva-espina 6 grosellaRubus idaeus
(frambuesa)Ribes rubrum(grosella roja) yragaria ananassdfresa), son una fuente
importante de antioxidantes en la dieta. En estatad se encuentran presentes
derivados de los acidos hidroxicinamicos e hidremiwicos, antocianos, flavonoles,
catequinas y taninos (hidrolizables y condensadbB)chos de estos compuestos
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exhiben una variedad de efectos bioldgicos, incidge actividad antioxidante,
antimicrobiana, antiinflamatoria y acciones vasatdifioras. Los extractos de las frutas
antes mencionadas resultaron altamente antioxislamibieron la formacién de
hidroperéxidos en metil-linoleato y la oxidacion lds lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y de los liposomas. También tienen capacigata capturar especies reactivas
del oxigeno generadas quimicamente (Kéahkonen 1999).

Las frutas en general, contienen una amplia gamdlayonoides y acidos
fendlicos que muestran actividad antioxidante. poscipales subgrupos en frutas son
los antocianos, proantocianidinas, flavonoles yegaihas. Los estudios sobre la
actividad antioxidante han sido enfocados prinangglte en uvas, en las cuales se ha
verificado que inhiben la oxidacion de las lipopioas de baja densidad humanas
(LDL) en un nivel comparable con el del vino. Etrexto de frutillas frescas ha actuado
como un antioxidante 5 veces mas activo que ebxrodn un sistema artificial que
genera peroxilo. Los extractos de moras, groseia y negra, arandano, frambuesas
negras y rojas poseen una alta actividad como ptie radicales superoxido. Los
acidos hidroxinamicos tipicamente presentes erfrlaas han demostrado inhibir la
oxidacion en las LDlin vitro. Los extractos fendélicos de bayas inhiben laaciigh de
las LDL humanas y la oxidacién de los liposomashii¢énen 1999).

Los citricos contienen flavonoides en forma devdias polimetoxiladas vy
flavanonas glicosiladas. Tienen propiedades ard@régenas, antivirales,
antiinflamatorias, efectos sobre la fragilidad Gapiy capacidad para inhibir la
agregacion de las plaguetas humanas. Las casctaasgmillas de los citricos tienen
capacidad antioxidante con respecto a la oxidaciéh citronelal, debida a estos
compuestos fendlicos. Sus extractos pueden ses (gdra evitar la oxidacion de los
jugos de frutas y aceites esenciales. Generalmlastsemillas poseen mayor actividad
antioxidante que las cascaras. No siempre se aeetifina relacion directa entre mayor
concentracion fendlica y mayor actividad antioxigaen los citricos (Bocco, Cuvelier
et al. 1998).

Infusiones

El té se ha usado como bebida de consumo diaz@no medicina por cientos
de afios en China. Posee efectos antipiréticos rétaias, actividad antioxidante,
antimutagénica y anticancer, asi como también d@g@agara capturar los radicales
libres y el oxigeno activo. Previene el dafio oxidatsobre el DNA e inhibe la
peroxidacién de las lipoproteinas de baja dens{d&xl). La ingesta regular de té
mejora el status antioxidanie vivo, y por lo tanto, disminuye la incidencia de cisrto
tipos de cancer y de enfermedades coronarias. tasx@antes del té protegen contra
fuertes mutagenos en modelos animales. Por otte, ar estudios epidemioldgicos se
ha comprobado una disminucion de la incidencia &ecer en asociacion a altos
consumos de té. El poder antioxidante del té seelemiona fuertemente con el
contenido de polifenoles totales, en particulac&eiquina. La actividad antioxidante se
incrementa con el incremento de los sustituyenédgipb orto di-hidroxi. El té verde
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contiene 30 a 42 % de catequinas sobre la maslstta, mientras que el té negro
contiene 3 al 10 % y el té Oolong, semifermentadntiene 8 al 20 % de catequina.
Por otra parte los extractos de té verde tienerieflaecion antioxidante, debida a los
compuestos  activos  catequina,  epigalocatequinajalatepicatequin-galato,
epigalocatequina y epicatequina. Finalmente, coamukr el té verde no fermentado con
el té negro fermentado se observd que el primeretun poder antioxidante superior.
(Roedig-Penman and Gordon 1997) .

Los granos de cacao no fermentados son ricos éfenmbes, los cuales
comprenden del 12 al 18 % del peso seco totalgoEio entero. Los polifenoles
presentes son catequinas, procianidinas y antoomasi, y tras la fermentacion y el
secado, los flavonoides derivan en taninos. Loslésndel cacao tienen propiedades
antioxidantesn vitro.

El café verde tiene alto contenido de polifenoedre ellos el acido ferdlico y
cafeico, cuya actividad antioxidante ha sido deradsiin vitro e in vivo. El grado de
tostado disminuye la concentracion en polifeno@iso tipo de café, en este caso, el
café descafeinado, no presenta diferencias comfél sin descafeinar respecto de su
poder antioxidante. La proteccion contra la oxidadile las LDL no se debe a un solo
compuesto, sino que es el resultado de la accidarites compuestos fendlicos.

Como conclusién se extrae que la composicion aairdie las bebidas varia
ampliamente debido a que consisten en epicateqeimad té verde, epicatequinas y
taninos en el té negro, catequinas, procianidinastgcianinas en el cacao, y en el café
hay &cido clorogénico, acido cafeico y melanoidin@afé, cacao y té contienen
polifenoles con altas actividades antioxidantest{Blie, Tavazzi et al. 2001).

Especias

En hierbas aromaticas tales como Salvia, tomiiinkgo biloba, menta,
artemisia, aloe, valeriana, ciboulette, diente @&n] dill, lavanda, hinojo, orégano,
mejorana, melisa, perejil, romero, albahaca, lawalico, coriandro, perejil, azafran,
diente de ledn, manzanilla, tilo, tomillo, y vinsa estudio el poder antioxidante y la
composicion polifendlica.

Cada hierba tiene una composicion fendlica diterenel poder antioxidante de
cada uno de estos compuestos también es difetentactividad anti-oxidante de los
flavonoides se incrementa con el nUmero de grumbeilo sustituyentes del anillo B,
especificamente en el C3. Por tanto existe unaeleoion lineal positiva entre el
contenido fendlico y la capacidad antioxidante de lierbas, en consecuencia, las
hierbas son una buena fuente potencial de antiotedanaturales. Romero y tomillo
presentaron mayor concentracion polifendlica y mayader antioxidante (Proestos,
Chorianopoulos et al. 2005).
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Hortalizas

Se ha encontrado actividad antioxidante en alub®molacha, maiz tierno,
brocoli, ajo, cebolla, esparragos, papas, romaiuviss orégano, tomillo, nuez moscada,
avena, hojas de pino (el picnogenol se obtiené’tiels maritimay actia como captor
de radicales libres hidroxilo y superdxido) y cegede abedul. Sin embargo, no se
encontrd correlacion entre el contenido de fentitses y la actividad antioxidante de
los extractos de plantas en los grupos estudiadbsmjando sobre la oxidacién del
metil-linoleato.

Asi como en las bayas si se encontro relacior exiv contenido de polifenoles
y alta actividad antioxidante. Las verduras ensayadostraron baja concentracion de
fenoles. Pero la piel de remolacha, la piel detpataolor purpura y la piel de la
remolacha azucarera mostraron actividad antioxédieé¢resante (Kahkénen 1999).

Pero no solo se encuentran estas propiedades éoralizas tipicas de huerta.
Moringa oleifera es un arbol nativo del noroestdadmdia que se cultiva como cerco
verde,pero que sus frutos verdes se consumen camao vardura.. El extracto
metabolico de esta planta ha demostrado tenerigadivantitlcera gastrica en un
estudio realizado ratas. El jugo de hojas fresazseq accion antibacteriana contra
Micrococcus pyogenegar. Aureus Escherichia coliy Bacillus subtilis En un ensayo
en ratas alimentadas con una dieta alta en grdsasreada de jugo fresco déoringa
oleifera se observo un descenso del nivel de colesterel smero, en el higado y en el
rifién. . El poder reductor o antioxidante de logratos deMoringa aumenta con el
aumento de concentracion de polifenoles de estosotxs. Los flavonoides estan entre
los mas potentes antioxidantes de las plantas debigue poseen uno 6 mas de los
siguientes componentes estructurales que estaluanados en la actividad antirradical
0 antioxidante: un grupo orto-difenol en el anBpun doble enlace conjugado en 2-3,
con una funcién -oxo en el C4 y grupos hidroxilolas posiciones 3 y 5 (Siddhuraju
and Becker 2003).

Dietas

Como se ha explicado, los antioxidantes de la dist@can un amplio niumero de
compuestos. En un gran numero de alimentos vegetaeha evaluado el contenido en
distintos antioxidantes concretos y se han deterainas principales fuentes de los
mismos. A modo de ejemplo, la Tabla 1.1 muestraliosentos mas ricos en diferentes
polifenoles.
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Tabla 1.1 Alimentos ricos en distintos polifenoles

Grupo de compuestos Compuesto Alimentos
Flavanoles Epigalocatequina Té verde y té negro
Flavanonas Naringinina Piel de citricos

Taxifolina Citricos
Hesperidina Naranja
Flavonoles Kaempferol Endivia, brécoli y té negro
Quercetina Cebolla, lechuga, brocaoli,
aceituna, té, vino tinto,
ardndanos
Miricetina Arandanos, uvas, vino tinta
Flavonas Crisina Piel de frutas
Apigenina Puerro
Rutina Piel de tomate, vino tinto
Luteolina Pimiento rojo
Acidos fendlicos Acido fendlico Trigo, maiz, tomate,
espinacas, esparragos
Acido caféico Uvas blancas, vino blanca,
tomates, espinacas,
esparragos
Acido galico Té
Acido clorogénico Manzana, pera, cereza,
ciruela, melocoton,
albaricoque, tomate
Antocianidinas Malvidina Uvas tintas, vino tinto
cianidina Cerezas, fresas, frambuesas,
uvas

No obstante, se debe sefalar que, aunque cidirttentos puedan presentar un
contenido apreciable en antioxidantes, si su iagestescasa, el aporte de ese alimento
a la capacidad antioxidante total de la dieta sédedior al de otros alimentos con menor
contenido en antioxidantes, pero mas consumidosdgensentido, se debe destacar el
enfoque novedoso de nuestro grupo al determineaipgacidad antioxidante de la dieta
espafiola, considerando diferentes grupos de alimemtgetales en la proporcién en la
gue son consumidos (Saura-Calixto and Goiii 2006)edte trabajo se observd que la
mayor parte de esta capacidad antioxidante prodenas bebidas, que aportan mas del
50 %, mientras que, por ejemplo, el aceite de plivaalimento rico en antioxidantes,
aporta menos del 1 % del total.

De la misma manera, resulta destacable un esfudigpectivo con 22.000
individuos realizado por (Trichopoulou, Costacowaket2003), en el que se determiné
que la dieta Mediterranea previene la mortalidddltgpor cancer y por enfermedades
cardiovasculares, pero que ninguno de los alimemostituyentes de dicha dieta se
puede relacionar aisladamente con dichos efectos.
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Por tanto, de manera global se deberian recomeietas ricas en antioxidantes
mas alla de consumos aislados de un cierto alimdli@bstante, es también necesario
indicar que en sujetos de riesgo o con ciertagme@ades en las que los antioxidantes
pueden jugar un efecto beneficiosos, si se podfigizar el consumo de alimentos
especificos o de suplementos dietéticos, que podsigponer un aporte extra
(considerando siempre que el aporte de antioxidanie se esté efectuando no suponga
una dosis suprafisologica tal que estos compusstdansformen en prooxidantes). En
este sentido, durante los ultimos se han desatmllaumerosas investigaciones
buscando ingredientes funcionales, esto es, congauaislados o mezclas que afadidos
a los alimentos podrian proporcionarles unos etebemeficiosos extras en la salud y
gue podrian cubrir los déficits existentes en ogesectores de la poblacién.

1.1.3.2  Actividad bioldgica de los compuestos fendlicos de vinos y uvas
Vinos

Si bien el vino ha sido consumido por el hombreddela antigtiedad, so6lo a
fines de la década del 70 surge la relacion entmrsumo moderado de vino y la
conservacion de la salud. En 1978, Genevois anklzdesultados de encuestas de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sobre lassaa de mortalidad en 23 paises
euro-peos y notd que el infarto de miocardio emdmlas causas principales de muerte
para los hombres entre 55 y 64 afios. Esta tasaodalitad variaba en los distintos
paises, de modo que los 23 paises se podian agempares clases: los paises
vitivinicolas, Europa central y Europa del norteslpaises vitivinicolas presentaban la
tasa de mortalidad debida a infarto de miocardis br&ja, luego se ubicaba Europa
central y, finalmente con la tasa mas elevada, gauel norte. En 1979, St-Léger
realizd una encuesta en 18 paises desarrollados kEsbfactores asociados a la mor-
talidad cardiaca, considerando unos 16 parametrise ellos el consumo de vinos.
Encontré una asociacién negativa entre la tasaattalidad por infarto de miocardio y
el consumo habitual de vino. En Francia e Italitaka de mortalidad fue 3 a 5 ve-ces
mas baja que en Escocia e Irlanda. Los paises &#tgica 6 Alemania, que con-
sumen vino, pero también cerveza y destilados,bsgaton entre los extremos. Esto
permitié concluir que el efecto protector del vemate el infarto de miocardio proviene
de algun constituyente diferente del alcohol. EB21Masquelier atribuyo los efectos
benéficos de los vinos a los procianidoles (tarigasatequinas.

En 1992, Renaud analizd estudios epidemiologicabres mortalidad
cardiovascular, tratando de establecer la causasdiiferencias entre Francia y el resto
de los paises. En el caso general, una alta inglestgrasas saturadas se relaciona
positivamente con la alta mortalidad causada pentarmedad coronaria. Sin embargo,
la situaciéon de Francia resulta paradodjica, ya existe una alta ingesta de grasas
saturadas pero una baja mortalidad por enfermedeclemarias. Esta paradoja se
atribuye en parte al consumo de vino. Estudiosegpidlogicos indican que el consumo
de alcohol, en el nivel de ingesta de Francia (30 g por dia), puede reducir el riesgo
de mortalidad por enfermedades coronarias en uo4&l alcohol inhibe la agregacion
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de las plaquetas, y este fendmeno se asocia éelanedlad cardiovascular (Renaud and
De Lorgeril 1992).

Kanner, en 1994, estudi6 tres variedades de uw@ssyinos actuando como
antioxidantes en la peroxidacion de lipidos (LDlmauna)in vitro ante la presencia de
catalizadores biolégicos tales como mioglobinagarimo C, ascorbato de hierro y
iones Cu+2(como catalizador inorganico). Se establque el vino tinto inhibia la
oxidacion en forma mas eficiente queu#ocoferol. Los componentes polifendlicos del
vino tinto son los responsables de la “paradojaciaa”, por medio de la prevencion de
la oxidacion de las LDL (Kanner, Frankel et al. 4p9

Finalmente, Frankel establecié en 1997 en estudiadtro, que el vino tinto
inhibe la oxidacion, catalizada por el cobre, de li@oproteinas humanas de baja
densidad (LDL). Los compuestos fendlicos del vimdot son los responsables de la
accion antioxidante, y por lo tanto del efecto ectar ante la enfermedad
cardiovascular (Frankel, Waterhouse et al. 199&in@ién en este estudio se determind
la actividad antioxidante de 20 vinos, en la intidmm de la oxidacion de las LDL
humanas catalizada por el colimevitro. Se determind una asociacién directa entre la
concentracién de polifenoles totales y la inhibicrélativa de la oxidacién de la LDL;
el acido galico y la catequina fueron los compuediendlicos individuales que
presentaron mayor coeficiente de correlacion (magociacion) con la inhibicion de la
oxidacion de las LDL. También se concluy6 que lavatad antioxidante no depende
de un solo compuesto fendlico, sino que esta distta entre distintos compuestos. El
resveratrol no presenta relacion con la actividdw=idante.

Las propiedades antioxidantes del vino tinto redua capacidad de oxidacion
del suero de la sangre y la oxidabilidad de las LB&i como inhiben el pasaje de
monocitos (un tipo de leucocitos o glébulos blahates la sangre dentro de la pared
arterial, retardando el inicio de la ateroscler@sSsruch 2000).

La inhibicion de la oxidacion de las LDL humanas tiemostrada por la adicion
de una mezcla de polifenoles de vino. El vino tofitaido 1000 veces inhibiin vitro la
oxidacion de las LDL humanas en forma mas eficiguie lac-tocoferol. La (+) cate-
quina y la (-) epicatequina son las unidades badieh grupo de las catequinas. Las
procianidinas estan formadas por la asociaciénadias unidades monoméricas: 2 a 5
unidades para los oligbmeros de catequina y mas deidades para los polimeros.
Estas moléculas poseen una estructura que leemopiiopiedades antioxidantes. Los
flavonoides son las moléculas mas lipofilicas dede los antioxidantes naturales, pero
son menos que ettocoferol. Laa-tocoferol parece estar localizado en los lipidesad
membrana, dentro de la doble capa de fosfolipicsntras que los flavonoides estan
probablemente situados en la superficie polar deolde capa. Los radicales libres,
transportados en el plasma en forma acuosa, searados mas facilmente por los
flavonoides, que por el-tocoferol que se encuentra menos disponible. ®tarto, los
flavonoides pueden concentrarse cerca de la soeniiembranosa de las particulas de
LDL, y asi capturar los radicales libres acuosaseBta forma previenen el consumo de
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la a-tocoferol lipofilico, y por lo tanto, la oxidaciéte los lipidos contenidos en las
LDL. Se encontré alta correlacion entre fenolealést y capacidad antioxidante. Entre
los fenoles individuales, los que mejor correlaarom con la actividad antioxidante
fueron el acido galico, la procianidina B3, la caie@a, la epicatequina, el acido
caftarico y las procianidinas B1 y B2. Otro grupon menor correlacion fue compuesto
por procianidina B4 y acido cafeico. La menor daci®n estuvo dada por los
antocianos. Esto demuestra que los fenoles cowten@h el vino en diferentes
concentraciones son activos en la actividad amtaoxe. Al ensayar 54 vinos franceses
se concluye que la mayor capacidad antioxidanensaentra en los vinos tintos en la
variedad Pinot noir; en los vinos blancos, Chardgrelaborado con maceracion, llega
a valores semejantes a los vinos tintos. Los vilubses de la variedad Semillon tienen
mayor poder antioxidante que los vinos secos. gadta de catequina es 6 veces mayor
al consumir vinos Pinot noir que al consumir vinagsedad Chardonnay elaborados del
modo clasico (Landrault, Poucheret et al. 2001).

Se ha probado la actividad de los compuestositasotiel vino para inhibir la
agregacion de las plaquetas, asi como la activéshtidxidante. Estas caracteristicas
reducen el desarrollo de la placa oclusiva enrtasias del corazén.

Entre los polifenoles del vino se encuentra l&againa. Este compuesto se ha
probadoin vivo, en ratas, como parte de la dieta, verificandaseratardo en el
desarrollo de tumores en ratones transgénicos, ngumalmente generan tumores
(Ebeler, Brenneman et al. 2002).

En alimentos que contienen emulsiones de aceitmale se ha verificado la
accion antioxidante de los vinos, asi como en dipidle pescado y en pescado
congelado se ha comprobado la accion de polifermpi®genientes de uvas. Los vinos
presentan accion antioxidante sobre aceite de nilae de tocoferoles naturales
emulsionado con lecitina de soja. Este tipo de sidniles frecuente en alimentos. Se
ensayaron vinos blancos, rosados y tintos; se rdetaron dienos conjugados
hidroperoxidos y hexanal, productos originados peor oxidacion. La actividad
antioxidante resultd asociada al contenido de &ntdtales. Por lo tanto el vino tinto
resulté mas efectivo que el rosado, y este, a sumejor que el vino blanco. Se ha
determinado que la actividad antioxidante de Igegude uva y de vinos parece basarse
en su capacidad para capturar radicales libres.vimms tintos, debido al proceso de
maceracion, tienen mayor actividad antioxidante Igagugos de uva que los originan
(Sanchez-Moreno 2002).

En 13 vinos italianos tipicos se estudio la congu@s fendlica en relacion con
su actividad antioxidante total. Existe una altaedacion entre el contenido fendlico de
los vinos y la actividad antioxidante total, siedd® vinos tintos mas antioxidantes que
los blancos. Parece ser que la absorcion de lifempales es limitada, y que se produce
una extensa degradacion en el tracto digestivacoBeecuencia, los polifenoles pueden
actuar en el tracto digestivo limitando la formacde especies reactivas del oxigeno o
bien capturandolas debido a su gran potencial digcogdn. Por lo tanto, las vitaminas
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C, E yp caroteno son protegidas del ataque de los raditibles, y debido a su buena
biodisponibilidad pueden ser absorbidas por logldej aumentan-do asi el status
antioxidante del cuerpo (Simonetti, Pietta et 887).

El vino tinto es una buena fuente de polifenolgsugde contener de 1000 a
4000 mg/L de estos compuestos. Las propiedadesxat@ntes de los vinos tintos han
sido correlacionadas con su contenido en flavanalecianos y acido tanico, pero
estas propiedades se correlacionan mejor con ha¢efetotales que con los compuestos
individuales. El contenido de flavanoles totaldavdnoles monoméricos: catequina y
epicatequina y poliméricos: proantocianidinas) dettemente relacionado con las
propiedades antioxidantes de los vinos y con laucapde radicales libres hidroxilo
(Arnous, Makris et al. 2001).

Pero también hay que tener en cuenta que no toddenoles presentes en el
vino poseen la misma capacidad antioxidante, akyumaléculas son mas eficaces que
otras. En 26 vinos blancos griegos se evaluo ekmpaditioxidante, antirradical y
reductor. El poder antioxidante de los vinos seetacion6 con los fenoles totales, si
bien es menor que en los vinos tintos. La actividaiirradical se correlacioné con los
fenoles totales y con los hidroxicinamatos (éstdetsicido tartarico con acido cafeico,
p-cumarico y ferdlico). Los no hidroxicinamatos tézpuina, epicatequina y acido
galico) se correlacionaron con el poder reductaakii$, Psarra et al. 2003).

Los compuestos fendlicos de los vinos pueden idbaden dos categorias: los no
flavonoides (comprenden los hidroxibenzoatos y loslroxicinamatos) y los
flavonoides, que incluyen los flavonoles (quercetimiricetina), los flavan-3-oles
(catequina y epicatequina), los polimeros de laequaha o procianidinas, y los
antocianos. Colectivamente, son 20 veces mas abigsdan vinos tintos que en vinos
blancos. En este estudio se obtuvo una correlapidsitiva entre el potencial
antioxidante total del vino y el acido gélico, Eequina y la epicatequina, asi como los
polifenoles totales (Minussi, Rossi et al. 2003).

En un modelo de resistencia a la insulina asoctatohipertension, como son
las ratas alimentadas con fructosa, se probo quxtsacto de polifenoles de vino tinto
(100 mg/kg), etanol (1 mL/kg), o la combinacidnasebos previno el desarrollo de alta
presién. Por otra parte, se probd que los polisndel vino, el etanol o la asociacion de
ambos, previno la hipertrofia cardiaca y la supmipccion de especies re-activas del
oxigeno por el corazén o la aorta, mientras quetaol corrigio la resistencia a la
insulina, pero no fue capaz de reducir la hipedroardiaca (Al-Awwadi, Bornet et al.
2004).

Estudiosin vivo en 8 voluntarios humanos acerca de la modificadénla
capacidad antioxidante del plasma han permitid@oenque el maximo aumento de la
capacidad antioxidante ocurre 55 minutos después idgesta de 300 ml de vino tinto.
Existieron diferencias significativas en la capadidantioxidante del plasma medida
antes y después de la ingesta de vino (Fernanadgm®aVillafio et al. 2005).
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Uva

Las semillas de uva contienen ademas de un 7 fendies complejos, 40 % de
fibra, 16 % de aceite, 11 % de proteinas, azdcasales minerales. El 63 % de los
fenoles totales de las vides de variedades tiet@nsuentra en las semillas, el 34 % en
las pieles y el 3 % en el jugo (Murga, Ruiz e2a00).

Entre los compuestos fendlicos presentes en ladllag de uva se incluyen
varios flavonoides, tales como flavan-3-ol monowowsi (+) catequina, (-)
epicatequina) y epicatequin-3-O-galato, dimerds)dros, tetrdmeros y polimeros de
hasta 15-16 unidades (procianidinas poliméricaagigios fendlicos (galico y elagico).
Pueden existir también pequefias cantidades de afadpinas. Los polifenoles
procianidinicos son los oligdbmeros de las unidaflagan-3-oles, especialmente
catequina y epicatequina. Las procianidinas dimems las mas simples y tienen
uniones de tipo C4 — C8 entre los mondmeros. Losedis procianidinicos mas
comunes son B1, B2, B3 y B4. Estos estan seguiddssdisomeros con uniones C4 —
C6, tales como B5, B6, B7 y B8. Todas las prociaasl aciladas encontradas en
semillas de uva son ésteres del acido galico. Ersdmillas de uva también existen
cantidades substanciales de procianidinas altanpefiteerizadas; mas del 55 % de las

procianidinas en semillas de uva consisten en potisnde mas de 5 unidades (Yilmaz
and Toledo 2004).

1.1.4 Efectos antioxidantes de extractos vegetales en alimentos.

Los extractos de plantas ricos en compuestosif@soparecen ser los mejores
candidatos para su uso como antioxidantes en piaslw@rnicos ya que se obtienen
facilmente a partir de fuentes naturales y ademéarela aparicion de fenbmenos
oxidativos. Las propiedades antioxidante de dictm®puestos se han probado con
éxito tanto en sistemas modelo como en productoscod (Vuorela, Salminen et al.

2005); (Estévez, Ventanas et al. 2007). De hedhujreero de trabajos donde se evalla
la actividad antioxidante de los mismos es innufrlera

Asi pues, destaca el empleo de extractos de rordelmdo a la presencia de
carnosol, rosmanol, isorosmanol y rosmaridifen@mpuestos con elevado poder
antioxidante. De hecho, se ha utilizado con éxitocarnes procesadas como las
hamburguesas de vacuno, en las cuales el romerdaromaosa gran capacidad
antioxidante ademéas de cierto efecto antimicrobigBanchéz- Escalante, 2001).
También se ha comprobado la actividad antioxiddataceites esenciales de romero en
productos carnicos cocidos elaborados a partir atenma prima de cerdo Ibérico, dicha
actividad fue similar a la del BHT (Estévez, Vertsuet al. 2007). Este hecho sugiere la
posibilidad de que estos antioxidantes naturalesepan ser usados como alternativa al
uso de antioxidantes sintéticos en productos a@snisimismo, se comprobd que las
plantas que contienen licopeno, como el tomate ypieliento rojo poseen una
importante actividad antioxidante (Sanchez-EscalanDjenane et al. 2001).
Compuestos extraidos a partir de aceites esendalesigano, borraja y salvia también
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han sido estudiados por su potencial antioxidaBstos compuestos también suelen
mostrar actividad antimicrobiana que los hace gsitigara mejorar la seguridad
alimentaria del producto mediante la inhibicibn dalecimiento de patégenos
alimentarios.

Recientemente, se ha llevado a cabo un estudidedasm comprobé la actividad
antioxidante de diferentes hierbas silvestres dasr@ue se encontraban el orégano, la
salvia, el tomillo, la canela, la albahaca, la pinta blanca y negra. En este estudio se
pudo comprobar que estas hierbas incorporadasrerafde extractos a la carne de
cerdo previenen la oxidacion lipidica (Tanabe, Yamhet al. 2002). Asimismo, se
demostré que los compuestos tipo terpeno-fenolgisdais de dichas especias y/o
hierbas aromaticas poseian gran capacidad antaeidaiendo especias como el
romero, la salvia, el clavo y el orégano las masaeés frente a las reacciones de
oxidacion, como anteriormente se ha mencionado.

Por otro lado, (Estévez, Kylli et al. 2008) hagrkdo identificar recientemente
los mecanismos involucrados en las interacciondse eproteinas y compuestos
fendlicos. Segun estos autores, los compuestodidesdpodrian ejercer acciones
antioxidantes o pro-oxidantes sobre las proteimaguncion de su estructura quimica,
la concentracion en el producto, el estado oxidadi®l mismo asi como la estructura y
caracteristicas de las proteinas. De hecho, eansst carnicos cocidos el uso de
compuestos fenodlicos ya habia sido usado con épata inhibir la oxidacion de
proteinas (Vuorela, Salminen et al. 2005).

Asimismo, un estudio reciente evalud la capacataibxidante de extractos de
frutas silvestres mediterraneadrifutus unedp L., Crataegus monogynalL., Rosa
caninag L. y Rubus ulmifoliusen productos carnicos cocidos de cerdo (hambsague
de cerdo). EI empleo de estos extractos naturab@so cantioxidantes mejoro la
estabilidad oxidativa del producto reduciendo kecciones de oxidacion de lipidos y
proteinas (Ganhao, Morcuende et al. 2010).

De todos ellosArbutus unedp L., Rubus ulmifolius S y Rosa canina L.
demostraron tener una intensa actividad antioxedasiendo esta atribuida a su elevado
contenido en compuestos fendlicos. Asi pues, elange extractos naturales de frutas
silvestres mediterrdneas no solo permite reduarréacciones de oxidacion en el
producto, sino que también mejora su estabilidaidadiva y prolonga su vida util
manteniendo sus propiedades organolépticas inalésrdurante mas tiempo.

Por lo tanto, queda demostrado mediante difereetgsdios los efectos
antioxidantes de los compuestos fendlicos preseamtesxtractos de frutas, verduras y
especias, sobre los procesos degradativos dedipigooteinas de la carne y productos
carnicos.

También se han estudiado los efectos de extrdetaggunas plantas en el aceite
de girasol. Por ejemplo en el estudio realizado @dmn, Kim et al. 2008), se
demostraba que los extractos de plantas naturale® comero, brocoli y algunos
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citricos, podian inhibir eficazmente la oxidacioipidica del aceite de girasol
microencapsulado. Se consegui utilizando un méte@nvoltura con dextrina con
suplementos como proteina de leche isolada, laditnsoja y emulsiones de trifosfato
de sodio.

1.1.5 Efectos antioxidantes de los extractos de semillas de uva en
alimentos

Existen antecedentes sobre el empleo de proaasdie semillas de vid como
antioxidante en distintos productos alimentariagges como carne de vaca, carne de
pavo, pescado azul y aceites de algas.

El extracto de semillas de uva agregado a carnvacke molida cocida retardé la
oxidacion durante el almacenamiento en frio luegytaccoccidn, el extracto de semillas
redujo la formacion de hexanal respecto del testigaun 97 %, luego de 3 dias de
refrigeracion. Agregado al 0,02 % no afectaroarema ni el sabor (Ahn, Grun et al.
2002).

La carne de pavo es particularmente propensaoaidtacion debido a su alto
contenido de acidos grasos poliinsaturados (PUsiAglta concentracion en hierro libre
y su escasa capacidad de acumular vitamina E, ta parla dieta. El extracto de
semillas agregado a la carne de pavo retardd ldaoxin de los lipidos durante el
almacenamiento en frio. El agregado de extractedellas a carne de pavo, ya sea por
ingestidbn o por adicion post mortem redujo el nidel oxidacion en hamburguesas
preparadas con carne de pavo (Lau and King 2003).

El extracto de semillas de uva ha sido empleada pelongar la vida util del
pescado azulTfachurus trachurus Los analisis sensoriales revelaron que losgesti
pierden su calidad sensorial de frescura al tedéarde conservacion a %«C; los
panelistas identificaron claramente el olor a rand&l pescado suplementado con
procianidinas conservo el olor a pescado frescardar7 dias en las muestras tratadas
con una dosis de 50 ppm, y durante 10 dias endtantientos con 100 ppm (Medina,
Lois et al. 2006).

Los aceites de algas producidos por tecnologidsrdeentacion tienen muchos
beneficios como alimentos funcionales por su ataenido en acidos grasos del tipo
3. Estos acidos se enrancian facilmente. Las miadedisladas de suero de leche crean
emulsiones fisicamente estables e incrementartdaikdad ante la oxidacion de estas
emulsiones. El extracto de semillas de uva agregadima emulsion de aceite de algas
estabilizada con proteinas aisladas de suero te Iehibié la formacién de propanal y
de lipidos hidroxiperéxidos a pH 3 y a pH 7 (Hu,Bllements et al. 2004).
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1.2. METODOS DE EXTRACCION DE POLIFENOLES

1.2.1 Extraccion sdlido-liquido

En China se analiz6 la cantidad de L-teina quéahexp 27 tipos de té diferentes
de V gama (ready to drink). Para la extraccionste eompuesto y otros polifenoles se
us6 un método combinado de extraccion solido-ligyiccromatografia liquida de alta
eficacia. Con este estudio se obtuvo un parameir giferenciar diversos tipos de tés
en funcién de su contenido en polifenoles y L-t¢@kaen, Wang et al. 2012).

La extraccion de compuestos polifendlicos de gashdelnga edulis(Mimosa)
fue optimizada por la maximizacion simultanea deriendimientos en fenoles totales,
flavonoides totales y flavanoles totales utilizaredalisefio experimental de superficie
de respuesta. En un primer juego de experimentpsde identificar la temperatura, el
tiempo de contacto y la proporcién de etanol eextaaccidon. Las condiciones Optimas
fueron 86,8 % etanol, 58%Z y un tiempo de contacto de 46,8 min. (Silva, ézogt al.
2007).

Wijngaard, Ballay et al. (2012) hacen un estyiomedio de una superficie de
respuesta para optimizar la extraccion sélido tiguile polifenoles de la piel de la
patata generada industrialmente. La eficacia @stieaccion fue optimizada por medio
de la actividad antioxidante, contenido en fenglesl nivel de acido caféico. En el
estudio se determina que los parametros Optimo§sofo etanol, 86C y 22 minutos
dando 352 mg equivalentes Trolox/ 100 g piel datpatUna vez obtenidos los datos de
actividad antioxidante se compard con una extracpay liquido a presion y se observo
gue no se obtenian mejores resultados.

Latoui, Aliakbarian et al. (2012) en un estudioiéwen como objetivo primario
valorizar los compuestos fendlicos\digex agnus-castudimentero). Fueron evaluados
los tiempos de extraccién (30-360 min), proporcédfido-liquido (0,1-0,3 g materia
seca/ml solvente), tipo de solvente y diferenfgsstide tejidos (hoja, raiz y semilla). La
mayor cantidad de polifenoles obtenida fue en etdsade hojas tras 180 minutos
usando una proporcion solido-liquido 0,1g/ml. Lasces resultaron ser una buena
fuente de antocianos con un rendimiento de 0,62 rhgymasa usando etanol como
solvente durante 180 minutos y una proporcion geylnl.

La guayaba destaca su contenido en vitamina @eobra unas siete veces mas
que la naranja. Aporta en menor medida otras vitasndel grupo B (sobre todo niacina
o B3). Si la pulpa es anaranjada, es mas rica evitpmina A (carotenos). Ambas
vitaminas, cumplen ademas una funcion antioxidaRta la extraccion de estos
compuestos antioxidantes se pesd 0,5 g de muesiaagregaron 10 ml de metanol:
agua (50:50). La mezcla fue puesta en agitaciorB@oninutos a 50 °C. Posteriormente
se centrifugé a 6000 rpm durante 15 min a 4°C.dbrenadante se almacené en la
oscuridad a -20 °C. El residuo fue sometido a wrasda extraccion con 10,0 ml de
acetona: agua (70:30) a temperatura 50 °C por 80tos y se centrifug6 a 6.000 r.p.m.
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por 15 min a 4°C. En total se efectuaron cuatroaegtones con acetona: agua (70:30).
Los cinco sobrenadantes fueron reunidos y almaosnad20° C en oscuridad, estos
fueron centrifugados a 5000 r.p.m. por 45 minuteg¥@. Sobre los sobrenadantes se
efectud la cuantificacion de fenoles y las medidasactividad antioxidante (Rojas-
Barquera and Narvaez-Cuenca 2009).

Los polifenoles poliméricos son los pigmentos raBsndantes en el té negro.
En el estudio realizado por Krishnan and Maru (236 expone una comparativa de
rendimientos, propiedades fisico-quimicas y achidabs bioldgicas de cinco polifenoles
poliméricos del té negro. Para la extraccion seatlos métodos de liquido-liquido y
sélido-liquido, y se compararon teniendo en cudéwgacostes econdémicos, tiempo y
mano de obra y viabilidad de la aplicacion. La &tidon solido-liquida dio mayores
rendimientos de polifenoles poliméricos, y una sicgnte reduccion en los costes y en
el tiempo, ademas de que era mas facil de realizar.

1.2.1.1  Extraccion sélido-liquida de los compuestos fendlicos de la uva

Los subproductos de la vinificacion presentan wo iahpacto medioambiental
debido a su elevada demanda de oxigeno quimicaguinnica. El estudio realizado por
(Casazza, Aliakbarian et al. 2010) se centré erogaémizacion de la tradicional
tecnologia de extraccion solido-liquido en pielesuda Pinot Noir. Para este proposito
se combinaron diferentes factores, como tiempoxieecion (9, 19 y 29 horas) y
proporcion solido-liquido (0,1, 0,2 y 0,3 g de mi@teeca /ml) por medio de un disefio
experimental de superficie de respuesta, en dagledriables fueron los rendimientos
de extraccién de polifenoles totales, flavonoidesrans-reservatrol. Los resultados
demostraron que la piel de esta variedad de uva &tos niveles de ambos polifenoles
(3,22 mg eq ac. Galico/g materia seca) y flavormifle01 mg CE/g materia seca)
siendo la mejor extraccién a 19 horas. Sin embargel estudio se demostré que altas
proporciones solido-liquido no mejoraban ostengilelate el rendimiento de extraccion,
por lo tanto se us6 una proporcion media como la efigiente y asi se ahorraban en
costes.

Los compuestos fendlicos juegan un papel signifecan la enologia ya que son
responsables del color y el sabor del vino. Ensindéo realizado para uvas Cabernet
Sauvignon y Merlot de diferentes territorios de d&@aux, se queria desarrollar un
meétodo eficiente para extraer y fraccionar prodatwms de las pepitas y
proantocianidinas y antocianos de las pieles. Hiodué de extraccion consistio en
mezclar 5 g de polvo de muestra con 45 ml de aaedgna (80:20 v/v) seguido de 45
ml metanol-agua (60:40 v/v) en una proporcion dalsdiquido 7:5:1 (v/m) a 20C.
los sobrenadantes tras la centrifugacion fueropaaalos a 30C para eliminar los
solventes organicos. El fraccionamiento postergoresalizé con HPLC-UV tanto para
las pieles como para las semillas (Chira K 2007).

Las pepitas de uva son un subproducto de uvaidbten la vinificacién, y son
una buena fuente de compuestos funcionales. ErcBugic, Planinic et al. (2007) se
estudio el efecto de diferentes temperaturas yasi@ioporciones solido-liquido en los
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rendimientos de extraccion solido-liquido y el &dede cuatro tamafos de particula en
las cinéticas de extraccion de polifenoles totates una relacién etanol y agua 50:50.
La temperatura, la proporcion sdlido-liquido y ebdp de molido tuvieron una
influencia positiva en la extraccion. Entre el 14,& 66,8 % de los polifenoles totales
por materia seca fueron extraidos en un tiempd@efinutos.

Pinelo, Sineiro et al. (2006) en su trabajo hamemun estudio sobre las
condiciones que maximizan los rendimientos fenéligda actividad antioxidantes de
los extractos de los hollejos. La optimizacion lsed a cabo por la metodologia de
superficie de respuesta, usando etanol como seheriO°C como temperatura de
extraccion. Para la configuracion particular expental utilizada, los valores optimos
para tres variables extractivas resultaron sert/@imde caudal, 2,5 g de muestray 0,5
mm de tamafo de particula. Los valores mas altderd#es y actividad antioxidante
correspondieron a las condiciones de extraccion lan que la proporcion
difusividad/tamafio de particula era mayor.

En la produccion de vino blanco, al igual que edos los procesos de
vinificacién, se obtienen subproductos de los quewseden recuperar compuestos con
polifendlicos con capacidad antioxidante. Las exi@nes fueron disefiadas usando
mezclas de etanol/agua. Se midieron los polifenateales, flavonoides totales,
flavanoles totales y contenido en taninos. Entsesldoproductos evaluados, las semillas
mostraron una mayor cantidad en polifenoles totdl8s/6 g por 100 g materia seca),
seguido de los palillos y las pieles (7,47 y 0,9Tog extractos con la mayor actividad
antioxidante se obtuvo con un 57 % de etanol, yradfas acidificarlo con HCI 0.1 %
(Makris, Boskou et al. 2007).

1.2.2 EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDA ASISTIDA POR ULTRASONIDOS

La tecnologia del ultrasonido estd basada en om@gasnicas a una frecuencia
por encima del umbral de la audicion humana (>1&)kiHstas ondas viajan bien a
través de la masa del material, o bien en su dogerd una velocidad que es
caracteristica de la naturaleza de la onda y dedrmmahsobre el que esta propagandose.
Los ultrasonidos pueden dividirse en diferenteggoande frecuencias. Los de baja
intensidad son los utilizados normalmente comoitésnde analisis para proporcionar
informacion de la propiedades fisico-quimicas emextitos, como firmeza, madurez,
contenido en azucares, acidez, etc.

Por el contrario, los niveles de potencia usadosaplicaciones de baja
frecuencia (16 — 100 kHz) son tan amplios (10 -6Q X//cm2) que se usan para alterar,
bien fisica o quimicamente, las propiedades daliogentos.

El efecto de los ultrasonidos en los liquidos @scgralmente relacionado al fendbmeno
de cavitacion. Los ultrasonidos son propagadosazésr de una serie de ondas de
comprension y rarefaccion inducidas en las moléoddéd medio que traspasan.
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Figura 1.3. Cavitacion ultrasonica(Soria and Villamiel 2010)

A una potencia suficientemente alta, el ciclo defeeccion puede que exceda las
fuerzas de atraccion de las moléculas del liquithsyourbujas de la cavitacion del gas
nucléico existente dentro del fluido. Estas burbugstribuidas a lo largo de todo el
liquido, crecen durante el periodo de unos pocos<sia tamafo critico hasta que se
convierte en inestable y violentamente colapsa.irhplosiéon de las burbujas de
cavitacion unida a la acumulacion de energia etoguralientes, generan temperaturas
(5.000 K) y presiones (1.000 atm) extremas, latesyaroducen, a su vez, una muy alta
energia de cizallamiento y turbulencias en la zd@aavitacion. La combinacién de
estos factores (presion, calor y turbulencia) tiena variedad de efectos en el sistema
de irradiacion de ultrasonidos. La energia y l@neidad junto con la viscosidad del
medio, tensidn superficial, presion de vapor, r@dza y concentracion del gas
disuelto, presencia de particulas sélidas y tenyeray presion del tratamiento,
determinan la extension de la cavitacion.

Un efecto importante es que las moléculas de sguampen generando muchos
radicales libres altamente reactivos (H2® H + <«OH), que pueden reaccionar o
modificar otras moléculas. Este amplio rango de amsmos involucrados en el
tratamiento con ultrasonidos puede inducir efedtsgos o quimicos, con mucho
potencial para ser usado en la industria alimemtari
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Los ultrasonidos de alta intensidad son usadosocom método alternativo,
barato, reproducible, simple y efectivo para mejceh proceso de extraccion de
bioactivos en alimentos. Todos los efectos mecéningolucrados en ultrasonidos
pueden acelerar la difusion interna dando paso maremento de la transferencia de
masa, y permiten una mayor penetracion del solvemtia matriz de la muestra. Si el
sustrato esta seco, entonces el ultrasonido pwedesado para facilitar la hinchazén e
hidratacion y causar una ampliacion de los poroslad@ared celular (Soria and
Villamiel 2010).

La cantidad de polifenoles, asi como la actividatioxidante de los extractos
obtenidos por métodos de extraccion clasicos yubbasonidos fueron comparados
para muestras de absintidriemisa vulgarisy Artemisa campestrjsLos ultrasonidos
afectaban positivamente al rendimiento de extracgi@ las cinéticas de extraccion,
pero el extracto obtenido por los métodos clasicmstraron mayores actividades
antioxidantes y también contenian mas componeatesi¢os asi como en flavonoides
gue los extractos obtenidos por otros dos tipagcidcas (Karabegovic, Nikolova et al.
2011).

El jugo de manzana es un subproducto obtenida geolduccion de sidra, y ha
sido estudiado porque es una fuente potencial diéemmles. La metodologia de
ultrasonidos se usé para mejorar la eficiencia xteaecion en términos de tiempo
empleado y contenido total de polifenoles. Un astyatevio fue realizado para
optimizar la proporcién de etanol en el extractooso, y se estipulé que debia ser 50 %
viv 'y en un ratio <15 % w/v para el sélido-liquidbras analizar los resultados de
extraccion solido-liquida asistida por ultrasonidoediante un analisis de superficie
respuesta, se obtuvo que el rendimiento habia aadeeren un 20 %. La extraccion
asistida por ultrasonidos para el jugo de manzamecp ser una alternativa relevante,
rapida y sostenible a los procesos clasicos (Viromao et al. 2010).

Relacionado con el estudio anterior (Pingret, &adiTixier et al. 2012)
analizaron las propiedades del zumo de manzana.zHsto tiene un alto contenido en
polifenoles explotables. Asi pues se uséO la exitbacsolido-liquida asistida por
ultrasonidos para producir extractos ricos en atantes. Primero se analizé la
cantidad de muestra seca que se debia prepararilpiro (150 mg) y las condiciones
del ultrasonido se obtuvieron mediante el métodadéstico de superficie de respuesta.
Una comparacion mostraba que el contenido en fentdéales obtenidos por
ultrasonidos fue un 30 % mayor que con metodosarmignales. Ademas los extractos
obtenidos por ultrasonidos mostraron mayor actiidatioxidante y se demostré por
analisis HPLC. Con este método se probaba su fusoondustrial.

Las flores déDelorix regia (Franboyan) de Costa de Marfil tradicionalmerge s
usan como bebidas tras una maceracion, y prodectosfbeneficiosos para la salud
debido a sus contenidos en polifenoles. En un gstjek se realizo (Adjé, Lozano et al.
2010) se comparaban diferentes métodos y resul&d efjumétodo de ultrasonidos
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reducia el tiempo de maceracion (1/3 del tiempamady pero no mostraba una
aumento considerable en la extraccion de polifen@e embargo este método de bajo
coste y respetuoso con el medio ambiente proveguptas ricos en polifenoles en
productos ecoldgicos

En una revision bibliografica realizada para awalidiferentes sistemas de
extraccién de componentes en frutas y vegetalemthd 0 afios. Entre los métodos de
analisis estan extracciones liquido-liquido (LLEjase-solido (SPE), fluidos
supercriticos (SFE), liquido presurizado (PLE) ynmondas (MAE). Pero el método
que dio mejores resultados comparando precios,ptem cantidad de solventes
utilizados fue la extraccion de ultrasonidos, yradg aceleraba el proceso de extraccion
(Garcia-Salas, Morales-Soto et al. 2010).

Hay una gran demanda en desarrollar métodos dacekin eficientes para
reducir el tiempo de extraccidon e incrementar etiimaiento y la actividad antioxidante.
Los rendimientos, y las cinéticas de extracciorcyvalades antioxidantes de la piel
seca de la granada fueron estudiados tras usasaiidos en pulsos o en modo
continuo y los resultados fueron comparados canébdo de extraccion clasico. Los
factores estudiados fueron intensidad y tiempora@rhiento para extraccion sélido-
liguida asistida por ultrasonidos continuos. Paya uUltrasonidos con pulsos se
estudiaron la intensidad, numero de repeticionsog, y la duracion e intervalo del
pulso. Los resultados mostraron que todos los festafectaban significativamente el
rendimiento de antioxidantes, pero solo el tiemmo tchtamiento tenia un efecto
significativo en la actividad antioxidante. Compata el método de pulsos frente al
tradicional se obtenia un rendimiento mayor del%22y se reducia el tiempo de
extraccion en un 87 %. Similarmente en continuoyegldimiento antioxidante se
incrementaba un 24 % y se reducia el tiempo un 9Bdbtanto si se quiere un mayor
rendimiento en menor tiempo se usaba extracciondasbfjuida asistida por
ultrasonidos continuos, mientras si se preferidinientos algo menores pero ahorrar
energia se usaba ultrasonidos por pulsos (Pant §u2912).

La extraccién sélido-liquida asistida por ultrasos también se usé para la
obtencion de antioxidantes polifenélicos Al®nia melanocarpdGrosella negra). Fue
evaluada la influencia de varios factores (tiempemperatura de extraccion,
composicion de los solventes, mezcla solido-sobjelaimario de particula e irradiacion
ultrasénica) en las cinéticas de extraccion y mermhtos. Tras los analisis se vieron
efectos producidos por los ultrasonidos muy clayagjue se obtuvo un incremento del
rendimiento de un 85 %. También influyeron positiemte tratamientos a altas
temperaturas y la presencia de etanol (Galvan Bsaledro, Kriaa et al. 2012).

En un estudio sobr@riganum majoranagMejorana 0 mayorana), se evaluo la
optimizacion de la extraccion sélido-liquida asiatpor ultrasonidos para maximizar la
actividad antioxidante, la cantidad de fenolesléstay el contenido de polifenoles
individuales en extractos deriganum Los rendimientos de extraccion solido-liquida
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asistida por ultrasonidos fueron significativamemeayores que con la extraccion
sélido/liquido. (Hossain, Brunton et al. 2012)

La tecnologia de ultrasonidos fue también aplicpdaa la extraccion de
polifenoles y antioxidantes para el salvado dezamsando etanol como solvente. Para
desarrollar el experimento se uso un analisis gerfiie de respuesta, en las que se
tenia en cuenta tres parametros, porcentaje dergelvtemperatura y tiempo. El
contenido en fenoles totales aumentd desde 2,335an6g acido galico/g. la actividad
antioxidante se midi6 con FRAP y DPPH y también extd de 31,74 a 57,23 pumol
Fef*lg y 16,88 a 55,61 % respectivamente. Los renditngede extraccion aumentaron
del 11 al 20,2 % (Tabaraki and Nateghi 2011).

En Nigeria se investigo la influencia de las comties de extraccién sélido-
liguida asistida por ultrasonidos en la calidad dgtractos obtenidos de
Mesembryanthemum edu(®@fia de gato comunmente conocida). Se analiz6 como
afectaba el solvente utilizado, etanol y metansi,camo el tiempo de extraccion, 5 o
10 minutos, para mejorar la cantidad de fenoleddsty la actividad antioxidante. Tras
el experimento se observo que el solvente utilizaden menor medida el tiempo de
extraccion afectaban el los fenoles totales y lavidad antioxidante. Con etanol se
obtenian mayores actividades antioxidante sobre $o8e usaba una sonicacion de 10
minutos. Asi pues se concluyd que la capacidadoxddinte de M. edule esta
fuertemente influenciada por la naturaleza delestlr de extraccion y la duracion de la
sonicacion (Falleh, Ksouri et al. 2012).

1.2.2.1  Extraccion sélido-liquida asistida por ultrasonidos de los
compuestos polifenélicos de la uva

Polifenoles, los bien conocidos antioxidantes nadég, son los metabolitos
secundarios mas abundantes en los deshechos deantanto Casazza, Aliakbarian et
al. (2010) investigaron algunos meétodos no coneerades de extraccion frente al
clasico solido-liquido, para obtener compuestoslifens de las pieles y pepitas de la
uva. En este estudid se analizaron extraccionaosiéduido, ultrasonidos, microondas
y extraccion a altas temperaturas y presiones. sseom como solventes etanol y
metanol. Los analisis de calidad y cantidad sestoa mediante HPLC.

Para la determinacion de compuestos fendlicos pesen uva (Carrera, Ruiz-
Rodriguez et al. 2012), desarroll6 un nuevo métmextraccion solido-liquida asistida
por ultrasonidos. Esta metodologia contenia difeewariables de extraccion como
temperatura (0-75C), amplitud de onda (20, 50, 100 %), pulsos (0,2, 1s), cantidad
de muestra (0,5 - 2 g) y el tiempo de extraccion {35 min). Se analizaron cantidad
total de compuestos fendlicos, cantidad total dc@mnos y la cantidad total de
taninos. El método desarrollado producia unas exegnes iguales o mayores para
estos tres parametros en comparacion con los ngtiésicos, y ademas el tiempo de
extraccion se redujo a 6 minutos en vez de losi@0tos de los métodos anteriores.
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Los acidos tartaricos y malicos, son los acidosamigps mas abundantes en
uvas. Se usan para determinar el periodo de laiménddebido a que cada &acido
presenta un comportamiento diferente durante @gsmde maduracion, por ejemplo el
acido malico muestra un decrecimiento mientrasejuartarico se mantiene invariable
durante el periodo de maduracion. Por este y otatsvos, Palma and Barroso (2002),
hicieron un estudio para la optimizacion de laaoedion de estos acidos por medio de
ultrasonidos, en muestras de uvas y subproductodadeinificacion. Bajo las
condiciones 6ptimas de extraccion (200 W, 70 %,n80utos), se concluyé que la
extraccion solido-liquida asistida por ultrasonitlysia mejoras en el rendimiento frente
a la extraccién solido/liquido convencional en sabproductos, mientras que en los
subproductos las diferencias eran menos marcadas.

También existen estudios realizados sobre losredbptos de la vinificacion,

por ejemplo en un ensayo realizado sobre pepitasvdeen China, se analizaban 5
factores: la media de extraccion, repeticiones al@xtraccion, solventes utilizados,
tamafio de la muestra y métodos de molienda, entiraceiones realizadas por
ultrasonidos y agitacion tradicional. Una extrancsdnicando durante veinte minutos y
en tres repeticiones daba mejor rendimiento quecanagitacion durante cien minutos.
La muestra estaba mezclada con solventes en meldd&ianol/agua/HCI (70:29:1
viviv). También se observo que las muestras moédgsequefios tamanos y a poder ser
con formas redondeadas daban mejores resultadasd@iou, 2010).

Siguiendo el hilo de las pepitas en otro estudigEso determinar la cantidad
de antocianos que habia en la variedad de uva Gdintpdorly. Para ello se usé una
extraccion mediante ultrasonidos, y para determiasrcondiciones de extraccion se
uso el disefo estadistico de superficie de respudsia vez realizado el experimento y
teniendo en cuenta los resultados de la superisipuesta, se dedujo que las mejores
condiciones para la extraccion en este tipo decuama 52,35 % etanol, 45,2€, y 24,5
minutos. Bajo estas condiciones se consiguierofh B¢ de antocianos/ml de extracto
de piel, lo que coincidia con los valores esper&@bsfoor, Hui et al. 2009).

Un caso excepcional es el de la mermelada deyavaiie no es muy comun en
nuestro pais, pero que fuera de nuestras fronseransume debido al ya conocido
efecto beneficioso de los compuestos de la uvanddska metodologia estadistica de la
superficie de respuesta se determin6 que los nseferelimientos se conseguian en el
bafio a 80 W, poniendo una muestra de 2 gramosr@proporcion etanol/agua 60:40.
La sonicacion duraba 20 minutos y la temperatudabdéo se mantuvo a 5%C
(Morelli and Prado 2012).

Algunos investigadores han ido mas alld y han doado la técnica del
ultrasonidos con enzimas. Los resultados indicajoe las condiciones oOptimas de
temperatura eran de P€ durante 13 minutos para un tratamiento de smiicacion,
mientras que cuando se combinaba con enzimas Ba usa concentracién de éstas de
0,05 % durante 10 minutos. Este Ultimo método dé&aegion incremento el
rendimiento en un 7,3 % y ademas acorto el tiengpwadamiento (Lieu and Le 2010).
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1.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

1.3.1. Metodologia disponible para la determinacion de capacidad
antioxidante

El creciente interés por los posibles efectos heinsbs de los antioxidantes ha
hecho que se desarrollen una gran capacidad delosébara determinar la capacidad
antioxidante de extractos de alimentos. Se hartgaddn una serie de condiciones que
deberia reunir un procedimiento estandarizado d#idaele capacidad antioxidarite
vitro (Frankel and Meyer 2000; Prior, Wu et al. 2005):

» Evaluar reacciones de transferencia de electrodesdyomo de hidrégeno

» Especificar el sustrato de oxidacion

* Medir reacciones quimicas que de hecho ocurrare&eciones potenciales, es
decir, asegurar que el sustrato y el modo de inda@xidacion son relevantes
como fuentes de dafo oxidativo

» Ser sencillo.

e Tener un mecanismo y un punto final definido.

» Poseer una instrumentacion mas o menos disponible.

* Tener una buena reproducibilidad entre dias.

» Ser adaptable para medir antioxidante hidrofilictpofilicos.

» Usar distintas fuentes de radicales.

* Ser adaptable para analisis rutinarios a granascal

Sin embargo, la realidad es que no existe ningutodoéen la actualidad que
reuna tales caracteristicas y es dificil que lleguger posible evaluar la capacidad
antioxidante de una muestra por un solo métodoyeznde por la combinacion de
varios, como se hace en la actualidad. Esto sealehgas razones; en primer lugar, los
antioxidantes pueden ejercer su accion medianteammnos muy diversos (pueden
suprimir la generacién de los primeros radicales igician el dafio oxidativo, capturar
radicales libres, quelar metales, formar complejeducir algunos compuestos, inducir
la actividad de sistemas bioldgicos antioxidanjey..en un mismo alimento puede
haber mezclas de diferentes antioxidantes comtbistimecanismos de accion y entre
los que, ademas, se pueden establecer reacciogegichs, por lo que seran necesarios
distintos analisis para poder considerar las pesiblecanismo de accion de todos los
antioxidantes presentes en un alimento.

Por otro lado, ademas del mecanismo de reaccidsteaxotros factores que
también deben considerarse al determinar la cagécuaitioxidante de muestras tan
complejas como son los extractos de alimentoss @eno las propiedades coloidales
del sustrato, el estado de oxidacion y la locai@aclel antioxidante en las distintas
fases, la composicion del sistema, el tipo de atstrxidable, el modo de provocar la
oxidacion, la naturaleza heterogénea y heterofastasistema, las interacciones con
otros componentes, etc. (Mantle, Anderton et 881%Yu and Ong 1999; Frankel and
Meyer 2000).
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Por ejemplo, en lo que se refiere a las emulsidossantioxidantes lipofilicos
son mejores para las emulsiones o/w, porque sansiéintre el agua y el aceite,
protegiendo el aceite, mientras que los hidrofflise disuelven en la fase acuosa. A su
vez, los antioxidantes hidrofilicos son mejoresapaedios aceitosos, porque se sitdan
entre el medio y el aire, protegiendo al aceiteentnas que los lipofilicos se disuelven
en el medio. Esto se conoce como paradoja polRoder (Frankel and Meyer 2000).

Asi mismo, se debe tener en cuenta que muchos estgsuque previenen la
oxidacion lipidica no lo hacen con la de proteimasDN, o incluso la potencian, como
ocurre con el BHA, que oxida el ADN, aunque nosadancentraciones que se pueden
ingerir habitualmente (Aruoma 1999; Aruoma, Bahorinal. 2003). Asi mismo, la
vitamina E impide la oxidacion inducida por ionestéaticos o por peroxinitrito, pero no
la inducida por hipoclorito ni la oxidacién lipidienducida por lipooxigenasa.

Por todas estas razones, un gran numero de alni@neglanteado la necesidad
de combinar mas de un método de medida en la detmion de la capacidad
antioxidantein vitro (Frankel and Meyer 2000; Sanchez-Moreno 2002; Aaid999);
(Prior, Wu et al. 2005).

En cualquier caso, todos los ensayowitro sobre capacidad antioxidante de
extractos de alimentos, deben completarse con essayivo, asi como con estudios
sobre el posible efecto prooxidante de estos costpsi@ dosis elevadas (Frankel and
Meyer 2000), ya que en estos compuestos existeelizado equilibrio entre actividad
antioxidante y prooxidante.

Finalmente, habrd que considerar si los compuestsponsables de esta
capacidad antioxidante son o no biodisponiblesl éra&to gastrointestinal y, por tanto,
podran ejercer de hecho ese efecto beneficiosopajgacialmente poseen, asi como el
grado de retencion de ese compuesto en los tejiEsts biodisponibilidad vendra
determinada, entre otros factores, por la natuaatpdmica de estos compuestos, sus
efectos dentro de la matriz alimentaria, la combigra de alimentos en la dieta y el
estado general de salud (Aruoma 1999; Aruoma, Bahetral. 2003)

Otro aspecto a considerar en la determinacion pacgdad antioxidantm vitro
es que, debido a las multiples modificaciones hedra cada uno de los métodos
existentes, muchas veces la comparaciéon entretadeal aun correspondiendo al
mismo método de medida, se deben efectuar conymiéoa ya que pueden haber
existido cambios en la manipulacion, en la tempeaatlel ensayo, en la variedad de la
muestra o sus condiciones de procesado, en el dmdombinar las muestras con los
reactivos (por ejemplo, tiempo de exposicion declm®puestos activos a los reactivos,
etc.) , en la metodologia empleada en la extrac@i#@marno de particula, ciclos de
extraccion, modo de agitacion de la muestra, @achuestra:solvente, etc.). Asi
mismo, el hecho de que en el sistema a analizax tiag alta 0 una baja actividad de
agua es también importante, ya que este factotaateta migracion de compuestos,
puede producir fendmenos de cristalizacion, coalesa, complicacion, colapsos de
estructuras, etc. Ademas, se debe tener en cuehéxleo de que, en la literatura, los
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resultados para un mismo método se expresan delesiiformas, lo que dificulta su
comparacion (Villafio, FernAndez-Pachon et al. 2005)

1.3.2. Determinacion de la actividad antioxidante en productos
alimentarios.

1.3.2.1 Reacciones SET y reacciones HAT

Aunque, como se ha explicado, existen una grandeghtie mecanismos por los
que los antioxidantes alimentarios pueden ejenecexcsion, entre aquellos compuestos
gue reaccionan directamente con los radicalesslilm@mo pueden ser los polifenoles,
deteniendo el proceso en cadena de oxidaciéndmi@ihain- breaking), esta reaccion
se puede llevar a cabo por dos posibles vias:imraecde transferencia de un atomo de
H (Hidrogen Atom Transfer, HAT) o de transferend&un electron (Single Electron
Transfer, SET) (Prior, Wu et al. 2005), aspectos ga deben tener en cuenta al
seleccionar varios métodos de medida de capacidddxigante, por lo que, a
continuacion, se explicara brevemente en qué densiada uno de estos dos
mecanismos.

En las reacciones HAT, la reaccion seria de gste siendo Xel radical libre y
AH el antioxidante:

X'+ AH > XH + A’
El nuevo radical formado es mucho mas estable ljnel.

Por el contrario, en las reacciones SET el antantiel transfiere un electron para
reducir un compuesto, incluyendo metales, carbsniladicales, y serian reacciones de
este tipo, siendo de nuevo & radical libre y AH el antioxidante:

X'+ AH >X + AH™
AH'+ H20>A"+ H30
X"+ H30 > XH + H20

M) + AH SAHT + M(ll)

En principio, estas reacciones dependen mucho si&isblvente que las HAT,;
sin embargo, se ha visto que el disolvente pueeeaz] una influencia clara en el
ORAC y el ABTS, a pesar de ser métodos HAT (FeraeamRhchdn, Villafio et al.
2005)

Estas reacciones son también dependientes del@Hm®&todos muy sensibles
al &cido ascorbico y al acido urico, que juegampapel importante en el mantenimiento
del status redox del plasma. Algunos elementosatsgazontaminantes (sobre todo
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metales) pueden interferir con estos métodos, tegsld en una alta variabilidad y una
baja reproducibilidad y consistencia de los resioisa

Las reacciones HAT vienen determinadas por la giatalle disociacion, de
manera que un compuesto que la tuviera baja tatdita abstraccion del atomo de H.
Asi mismo, se ha observado que ciertos aspectagstles, como la presencia de un
grupo hidroxilo en posicion orto o la posible fogiten de enlaces intermoleculares
entre distintos sustituyentes, pueden contribune@ducir la entalpia de disociacion,
facilitando la formacién de un radical estable. Bbrcontrario, las reacciones SET
dependen del potencial de ionizacion (Siquet, Pisiagins et al. 2006).

A continuacion, se describen brevemente algunoosigrincipales métodos
para la determinacién de la capacidad antioxidasggiin usen mecanismos de las
reacciones HAT, SET, o ambas

1.3.2.2 Métodos de medida de capacidad antioxidante que utilizan
mecanismos de reacciones HAT

ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Se trata de un mecanismo HAT. Mide la capacidadag¢acion de un radical
especifico, el peroxilo, generado a partir de ldéada organica AAPH, que se trata de
un iniciador de tipo —azo-. Estos radicales atacarda molécula de fluoresceina,
produciendo fluoresceina oxidada, que ya no ertdscencia y, produciendo, por
tanto, un descenso en la misma (longitud de ondexdiéacion 493 nm. y de emisién
515 nm.) En presencia de antioxidantes, éstosiogeut con los radicales peroxilo y la
fluoresceina mantendra la misma emision de flueresa. Por tanto, se lleva a cabo
una comparacion entre el descenso en la fluoreisc@moducido en presencia y en
ausencia de un antioxidante (Ou, Hampsch-Wood#l.e2001). A las concentraciones
empleadas, el AAPH tiene una ratio respecto aloritkhnte mucho mayor que el
ABTS™ en el TEAC, con lo que se asegura que los ragiqageoxilo interaccionaran
con el antioxidante (Cao, Booth et al. 1998).

Inicialmente, la reaccion se llevaba a cabo com-beteritrina $-PE), una
proteina aislada d@orphyridium cruentumncomo fuente de radicales peroxilo. Sin
embargo, 1g3-PE no proporciona resultados reproducibles y néow®estable, por lo
gue después de una cierta exposicion a la luz sdepfotodegradar. Ademas, se ha
visto que forma ciertos enlaces no especificos polifenoles, que hacen que se
subestime la capacidad antioxidante. Finalmentmuastra comercial sélo tiene un 30
% de pureza. Por esta razén, se busco una alterngie es la fluoresceina- 3,6'-
dihydroxy-spiro [isobenzofuran-1 [3H], 9’ [9H]-xdren]-3-ona (Ou, Hampsch-Woodill
et al. 2001).

No obstante, se debe recordar que el ORAC midagaaidad de captacion de
un ROS en concreto (presente, en cualquier casan@molécula que no se encuentra
en el organismo), pero en el cuerpo humano se formachos otros que se deberian
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medir por otros métodos (Ou, Hampsch-Woodill et2@01). Otro inconvenientes de
este método son que la cinética de la reaccion epuettiar en funcién de la
concentracion de antioxidante.

TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant Parameter)

Determina la captacion de radicales peroxilo, eéa easo generados a partir del
ABAP. La oxidacion es inicialmente inhibida durante periodo de tiempo —lag phase-
por el antioxidante, y lo que se hace es comparduitacion de este periodo (T) para la
muestra y para el Trolox. (Ghiselli, Serafini et 84095). La Figura 1.4 muestra el
descenso en la fluorescencia frente al tiempo cuepr®@duce en ausencia del
antioxidante (izquierda) y la lag-phase que se mgersd afiadir un antioxidante
(derecha), retrasando el inicio de la pérdida @eréscencia.
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Figura 1.4. Evolucién de la intensidad respecto al tiempelenétodo TRAP (Ghiselli, Serafini et al.
1995)

Distintos autores han usado muchos puntos finalegedtes, lo que dificulta la
comparacion de los resultados. Ademas, no todosantsxidantes poseen una lag-
phase claramente establecida (Prior, Wu et al.)2005

TOSC (Total oxyradical scavenging capacity)

Se basa en la oxidaciéon del 4cido alfa-ceto-gamet#butirico a etileno por la
accion de radicales hidroxilo, peroxilo y peroxiiit generados a partir del 2,2"-
azobisamidinopropano (ABAP). La formacién de etileque es parcialmente inhibida
por la presencia de antioxidantes, es monitoripadael andlisis del espacio de cabeza
por GC (Gas Cromatography). El valor TOSC se hataparando el area de la muestra
con la de un patron (Winston, Regoli et al. 1998).

Recientemente se propuso una modificacion en eétedm para expresar los
resultados en equivalentes Trolox, solucionando dmdos principales problemas del
método original, que, aunque era una técnica mpigaano tenia una expresion clara
de resultados.
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No obstante, la reaccidon tiene una cinética quehanp una relacion dosis-
respuesta entre la cantidad de antioxidante yrekeptaje de inhibicion, lo que dificulta
la comparacion entre distintos alimentos (Prior, &Val. 2005).

PCL (Ensayo de fotoquimiluminiscencia, PHOTOCHEM)

El ensayo engloba la generacion fotoquimica dieabes libres superéxidoO
combinado con una deteccion CL. El ensayo se irpoia excitacion oOptica de un
fotosensibilizador (S) resultante de la generad&ranion radical superoxido

S+hv+ O, > [S*0O] 2 ST+ O,

La reaccién completa del mecanismo no se conoag.dds tipos basicos de
radicales presentes en el sistema de medida PELy €dicales luminicos. Asi, en el
sentido estricto, la capacidad antioxidante reptasdéa capacidad antiradical. Los
radicales libres son detectados con un reactivauhinol, el cual actia a la vez como
un fotosensibilizador y como un reactivo de detiatadie radicales de oxigeno. Los
ACW y ACL son usados como medida de capacidad »adtate hidrofilica y
lipofilica, respectivamente, de muestras biologitashidrofilica se evalia por medias
de la fase lag (L) en segundos

L = LO - L1
DondeL, y L, son respectivamente los parametros de blanco gtraue

La medida de capacidad antioxidante lipofilicaesaluada por el grado de
inhibicion de PCL (1), de acuerdo con la férmula

I=1-5/g

DondeS, es la integral bajo la curva del blanc@ s la integral bajo la curva de la
muestra.

El acido ascorbico y Trolox se usan como reactiglescalibracion para la
hidrofilica y lipofilica respectivamente, en rangtes 0-2 nmol. En contraste con otras
medidas de la capacidad antioxidanet PHOTOCHEMewesita un valor exacto de pH
o temperatura (Prior, Wu et al. 2005).

CBA (Crocin Bleaching Assay)

Se trata de un mecanismo HAT, basado en la oxidagécoloracion) de la
crocina, un derivado natural de carotenoides, pdicales peroxilo generados a partir
del AAPH. Se mide la tasa de decoloracion de laigeoen presencia y en ausencia de
antioxidantes a 443 nm., donde la crocina presentanaximo de absorbancia. Los
resultados se expresan en equivalentes de Trolox.
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crocin-H (naranja) + ROG> crocin (blanqueado) +ROOH
crocin-H (naranja) + ROG- AH - crocin + ROOH + A

Se han planteado diversas criticas a este métadw, (Wu & Schaich, 2005),
como que la relativamente baja longitud de ondaguk se mide coincide con muchos
pigmentos alimentarios, como los propios carotesmiéor otro lado, la crocina es una
mezcla de pigmentos naturales extraidos del azayrague presenta una gran
variabilidad entre distintos lotes, lo que limitaaplicacion a gran escala. Ademas, los
mecanismos de reaccion de diferentes antioxidaotes la crocina pueden variar
mucho, lo que dificulta la interpretacién de losuléados.

No obstante, y dada la variabilidad existente eethys distintos protocolos
publicados para este método, un trabajo recientelo(@i and Tsimidou 2006)
analizaron paso a paso este método, solventandnaatte los problemas anteriormente
indicados, como los productos que se pueden utikpeno fuente de crocina, y
proponiendo la aplicacion de nuevos parametros.

Oxidacion de las LDL's

Se trata de una reaccion HAT. La oxidacion deifagploteinas LDLs por los
radicales libres es un proceso que ocurre en l&s s&vos y es una de las primeras
etapas en el proceso de la aterosclerosis. Enngsti@do se induce la oxidacion de
LDLs aisladas de distintos individuos mediante réifiées elementos y compuestos,
como Cu 2+ o AAPH y después se mide la absorban2i@a4 nm., a la cual absorben
los dienos conjugados generados durante el praesridacion de las LDLs.

La absorbancia se va modificando con el tiempaenfases: una lag-phase, en
la que los dienos no se han comenzado a formdapgmesencia de antioxidantes en la
muestra y, por tanto, no aumenta; una fase de gaopga, en la que aumenta de
manera exponencial por la formacion de dienos; yase de descomposicion de los
mismos, en la que la absorbancia tiende a bajtartente.

Se han propuesto una gran cantidad de parameteosegpueden medir en este
ensayo, desde la comparacion de la duracion dagkpHase entre un blanco y una
muestra con antioxidante (en la que esta fasermsagilarga), la cantidad inicial de
dienos conjugados, la cantidad maxima de los migiidastado, Caldu et al. 1997) u
otro parametro, el CLT50, que mide la cantidadrde=idante necesaria para aumentar
la lag-phase en un 50 % respecto al control (Sanktureno 2002).

1.3.2.3 Métodos de medida de capacidad antioxidante que utilizan
mecanismos de reacciones SET

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
Se trata de una reaccion SET, que se basa enueciéd del complejo de la

tripiridiltriazina férrica al complejo ferroso pon antioxidante en medio acido (Benzie
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and Strain 1996). Esta reaccion produce un cambiaalor que es monitorizado
midiendo la absorbancia a 595 nm durante 4 minsggin el método original, aunque
este tiempo fue posteriormente ampliado hasta 3utes (Pulido, Bravo & Saura-
Calixto, 2000), ya que a los 4 minutos muchos casfms todavia no habian acabado
de reaccionar. Los resultados se expresan en égpted rolox @mol Trolox/g oumol
Trolox/L), tras elaborar una curva de calibrado este compuesto, un analogo
hidrosoluble de la vitamina E muy utilizado en i@mresion de resultados de capacidad

antioxidante.

o ;ﬂj”ﬂk

Fe(lIYTPTZ) 53 [Fe(I}(TPTZ) 212, 7/max= 583 nm

Figura 1.5 Mecanismo de reaccion en el método FRAP

Se han planteado diversas criticas a este método:

Se lleva a cabo a un pH no fisiologico (Prior arza @999).

Como el potencial de reducciéon del Fe (lll) a F¢ éls de 0,77 V,
cualquier compuesto con un potencial redox infeodria reducir al Fe
(111), sobreestimando el valor de FRAP (Ou, Huahgle2002).

A 593 nm pueden absorber otros compuestos, combilifaubina
oxidada, que produce biliverdina, aumentando ebrvdé FRAP (Prior
(Prior and Cao 1999); (Ou, Huang et al. 2002).

Hay compuestos como el acido ascorbico que, addmasducir el ion
férrico a ferroso, pueden reaccionar con éste dlfiara generar nuevos
radicales libres (Cao, 1998) Por ejemplo, en flsidmldgicos, el Fe (I1)
puede interaccionar con agua oxigenada para prochdical hidroxilo
(Ou, Huang et al. 2002).

Dado que el FRAP se define como una medida delrpaat®xidante
total, se trata como iguales a los reductores gsaahtioxidantes. Sin
embargo, el FRAP no implica a ningun prooxidanta ningun sustrato
oxidable. Igual que no todos los reductores quasfaaman el ion
ferroso en férrico no son antioxidantes, hay amnd@nxtes que no son
capaces de llevar a cabo esta reaccion, como easel del GSH, un
importante antioxidante natural que da resultadamtivos en el FRAP
(Prior and Cao 1999)

Copper Reduction Assay (CUPRAC, AOP-490)

Recientemente se han estudiado variantes al FRARdasCu en vez de Fe
como Bioxytech AOP-490 y CUPRAC (Apak, Guclu et2004). Estos ensayos estan
basados en la reduccion de Cu(ll) a Cu(l) por leiGac combinada de todos los
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antioxidantes (agentes reductores) en una mueé&ra. el ensayo AOP-490,
bathocuproine (2,9-dimethyl-4,7-diphenyl-1,10-ph@heoline) forma un complejo 2:1
con Cu(l), rindiendo a cromoforo con un maximo teabancia a 490 nm. El ensayo
CUPRAC usa un compuesto relacionado neocuproine9-dighethyl-1,10-
phenanthroline), el complejo Cu(l) el cual abscab450 nm. Una curva de la dilucion
generada por los estandares del acido urico se@arsdconvertir la absorbancia de la
muestra a equivalentes de acido urico.

Bathocuproine Neocuproine

Figura 1.6. Estructuras de bathocuproine y neocuproine usalasensayo de reduccién de cobre

Los complejos phenanthroline tienen una solubilidadgua muy limitada y por
lo tanto debe ser disuelto en solventes organicoscel etanol 95 %. Sin embargo, el
B-caroteno no reaccionara con el reactivo CUPRAC etmol acuoso y requiere
dicloroetano, lo que limita la miscibilidad. (Apa&uclu et al. 2004). Los valores de
CUPRAC son comparables a los de TEAC para polie=nahientras que los de FRAP
son considerablemente mas bajos.

El cobre, bien libre o en complejo phenanthrolifene un potencial redox mas
bajo que el hierro, asi que las reacciones sonsglastivas: azucares y acidos citricos,
gue comunmente interfieren con FRAP, no son oxislasto CUPRAC. Pero también
hay que tener en cuenta que para bajos potencaeg se incrementa el ciclo redox,
asi que la reduccion de cobre puede ser un indicadoso mas sensible del potencial
de la activiad pro-oxidante de los antioxidanteso(PWu et al. 2005).

1.3.2.4 Métodos de medida de capacidad antioxidante que utilizan
mecanismos de reacciones HAT y SET

TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) o ABTS (dcido 2,2’-azinobis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico)

Se trata de una reaccidén SET, basada en la cagabédkps antioxidantes para
capturar el radical catidnico ABTSe+ (acido 2,2'inabis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico), captura que produce un descenso ebdarbancia a 658 nm. El descenso
producido por el Trolox es comparado con el pradiugior el antioxidante que se esta
analizando en el mismo tiempo.
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El radical se puede generar enzimaticamente cogloima o peroxidasa de
rabano; quimicamente con Mn 02, K2S208 o radicabxdo; electroquimicamente
(Villafio, Fernandez-Pachén et al. 2005). En el ohétoriginal se generaba el radical
directamente en presencia del antioxidante, conammgtobina y peréxido de
hidrogeno; éste oxidaba la metamioglobina, que avess oxidaba el ABTS. Sin
embargo, se vio que algunos polifenoles, como &agtina, podian interaccionar con
los reactivos, impidiendo la formacion del radigaldando un valor de capacidad
antioxidante sobreestimado, por lo que se pasonargeel radical previamente a la
adicion del antioxidante (Re, Pellegrini et al. 999

No obstante, se han planteado algunas criticaareslificacion, en el sentido
de que los polifenoles, ademas de reaccionar coadigdal para dar lugar a la molécula
original, pueden dar lugar a otros compuestos; gsteraria problemas a la hora de
determinar la estequiometria de la reaccion ehttd3&S y un compuesto o relaciones
de estructura-actividad, ya que el célculo no s#ripdbasar en los moles de molécula
no radicélica recuperados (Pinelo, Sineiro et @62 También puede ocurrir que los
compuestos polifendlicos formen aductos con elceddpor lo que no toda la pérdida
de absorbancia se deberia a que el radical volaistaforma inicial; en este sentido, se
ha observado la formacion de estructuras de gsteetntre el radical catidnico y la
catequina y el floroglucinol (Prior, Wu et al. 2005

De hecho, la correlacion entre los valores de ABEScontenido en polifenoles
determinado por Folin es superior a los 2 min.rmdpexzar la reaccion que a los 15 min.,
lo que se podria deber a que en la primera parta deaccion son los polifenoles los
que reaccionan, mientras que en la segunda pamteotsos metabolitos derivados
(Villafio, Fernandez-Pachédn et al. 2005).

También se ha propuesto medir la absorbancia an#i4 donde el radical
presenta otro maximo y el limite de deteccién dsrior, pero tienen lugar mas
interferencias que a 734 nm. Estas interferenciaseatan la coloracién y llevan a una
infravaloraciéon de la capacidad antioxidante, perge mide una reduccion en el color
inferior a la que realmente se produce (Arnao. 2001

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

En este método se sitia el DPPHn radical organico, en presencia del
antioxidante y se ve en qué grado es capturadguéo produce un descenso de la
absorbancia a 515 nm (Brand-Williams, Cuvelier e1995).

El mecanismo de reaccion de este método no est&osgimente claro. Se
pensaba que era un mecanismo simultaneamente $AITysin embargo, un trabajo
ha sugerido que el mecanismo fundamental es SEjueyla reaccion de tipo HAT
tendria una escasa contribucion, dado que se pFddatamente en disolventes que son
fuertes aceptadores de H, como el metanol o ebketBati, Daquino et al. 2004).
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Este método fue modificado por Sanchez-Moreno,aiairret al. (1998), que
introdujeron parametros cinéticos: la EC50, quiesntidad de antioxidante necesaria
para reducir en un 50 % la cantidad inicial de aalliel tEC50, que es el tiempo
necesario que necesita esa concentracién paraireduen 50 % la cantidad inicial de
radical y la eficiencia antirradicélica (AE)= 1/(EC tEC50), que tiene en cuenta los
dos factores. Cuanto mayor sea AE, el antioxidajeecera su accion con menos
concentracion y en menos tiempo, lo que interessistemas bioldgicos. Sin embargo,
cuando los antioxidantes se usan como aditivosealiamnios, el objetivo puede ser que
mantengan su accion durante un tiempo prolongamolopque habria que considerar
independientemente los dos factores.

Asi mismo, Torres, Lozano et al. (2002), afadiedois nuevos parametros:
multiplicando la EC50 (expresada en mol compuesibb#PH) por dos, se obtiene la
estequiometria de la reaccion entre patrones \adical. El inverso de este valor
representa los moles de radical reducidos por mardioxidante y da una idea de los
atomos de H que intervienen en la reaccion.

No obstante, se debe sefialar que el DPPHe edlimalrarganico nitrogenado y
estable, que no tiene nada que ver con los radigadeoxilo altamente reactivos
implicados en reaccion@s vivo (Wu, Beecher et al. 2004).

Por otro lado, la absorbancia a 515 nm puede erterton la de otros
compuestos, como los carotenoides, con lo quelsmssomaria el DPPHe remanente vy,
por tanto, la capacidad antioxidante de la mudBtriar, Wu et al. 2005). Asi mismo, al
ser una longitud de onda cerca de la franja visilslecapacidad antioxidante de la
muestra se puede.

Folin-Ciocalteau

Se trata de una reaccion simultdnea HAT y SET. dNexactamente un método
de medida de capacidad antioxidante, sino de colotean polifenoles. Sin embargo,
dado el importante papel de los polifenoles en dpacidad antioxidante de los
alimentos, en muchos trabajos se ha acabado asilmil@omo un método de
determinacion de capacidad antioxidante. Se bada esaccion de reduccion de un
heteropolianion que contiene Molibdeno (Singletorthofer et al. 1998).

En el método original, se cuantificaban tirosinaiptéfano, y la reaccién que se
media a 745-750 nm era:

Na WO4/Na MO, = (fenol-Mo W11 040)-4
Mo (VI) (amarillo) > Mo (V) (azul)
Pero en el método modificado el reactivo es unrbptdianion formado por

3H,0-P,05-13 WGs-5 Mo G;-10 HO y 3 HO-P.0s-14 WGs-4 Mo G;-10 H,O
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Los metales tienen un estado de oxidacion de @& @erante la reaccion, en
medio basico, hay una reduccién a un estado dexcigid entre 5 y 6 que se acompafia
de un cambio en el color de amarillo a azul. Eateliio sera mayor cuanto mayor sea
el contenido en compuestos fendlicos. Los resudtasdo interpolan en una curva de
calibrado de acido galico y se expresan en equitedale acido galico.

Se debe senalar que, a pesar de lo extendido gemcsentra, muy pocos
articulos siguen exactamente el protocolo origittaéste método. Ademas, muchos, en
vez de expresar los resultados en equivalentegide galico, lo hacen en catequina,
acido colorogénico, cafeico, protocatecuico, varb o ferulico, lo que dificulta la
comparacion de los resultados. Todo esto hacepguejemplo, los resultados de Folin
en la bibliografia para los arandanos lleguen dawsentre 22 y 4.180 mg. equivalentes
acido galico/100 g. (Prior, Wu et al. 2005).

Por otro lado, el hecho de que la medida se reali@80 nm., que es una
longitud de onda muy elevada, en la que puedernfente muchos compuestos
coloreadas, asi como que el método se basa erac@Edn de reduccion muy genérica,
hace que una gran cantidad de sustancias puedafeiimten este ensayo: azlcares,
acido ascoérbico, acidos organicos, Fe (ll), adermakenosina, alanina, anilina, acido
aminobenzoico, benzaldehido, creatinina, ciste@istjdina, citosina, dimetilanilina,
defenilamina, AEDT, fructosa, guanina, guanosireing, hidroxilaminas,histamina,
indol, metilamina, &cido nitriloacético, acido @ej feniltiourea, proteinas, purinas,
piridoxina, sacarosa, acido sulfanilico, tioureamiria, timidina, trimetilamna,
triptéfano, uracilo, acido Urico y xantina, enti&s |sustancias organicas. Entre las
sustancias inorganicas, interfieren: hidrazinafasmlamonico de hierro, sulfato de
hierro, sulfato de manganeso, nitrito de potasianwo de sodio, metabisulfito de
sodio, fosfato de sodio, sulfito de sodio, clordezinc (Ikawa, Schaper et al. 2003);
(Prior, Wu et al. 2005)

1.3.3. Determinacion de la actividad antioxidante (Métodos DPPH,
FRAP y Folin-Ciocalteau)

1.3.3.1 Medida de la actividad antioxidante por DPPH en productos
alimentarios

En la elaboracién de aceite de calabaza, estasemnies polisacaridos que
altimamente han cobrado mucha importancia debidoefactos beneficiosos. Estos
compuestos muestran moderada actividad antioxidapie se puede determinar por
métodos colorimétricos como el DPPH. La capacidadiod polisacaridos para barrer
los radicales libres fue medida por DPPH, mezclahdml de muestra y 1 ml de
reactivo. Tras reposar 1 hora se midié a 517 nmdisminucion en la concentracion
indico la actividad de captacién de radicales $hte la muestra
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- Atest

RSA( %) = Bo = Arest X 100
0~ Pref

Donde A es la absorbancia inicial y A test es la absaridade la muestra en la
solucion DPPH. A+ es la absorbancia del acido galico (Kostalovantérdkova et al.
2013). Para medir las propiedades antioxidantestigne Allium roseum (variedad
tunecina del ajo) se hizo un estudio en el queetarchinacion de dicha actividad se
realizaba mediante el test de DPPH. En este casuoegelaron 500 ul de extracto
metanolico a diferentes concentraciones y 375 hei@nol 99 % y 125 pl de solucién
DPPH. La mezcla se incub6 60 minutos en oscuridiajmente se midié a 517 nm.
En esta forma radical, el DPPH tiene una bandédereién en la que desaparecen por
reduccion por un compuesto anti radical. Cuanto amembsorbancia, mayor es la
actividad de captacién de radicales libres.

Ac _As

Radical — scavenging activity ( %) = [ ] x 100

C
Donde Ac y As son las absorbancia control y mueastspectivamente (Zouari, Ketata
et al. 2013).

En Maryland se compararon diez variedades de hdartego con respecto a su
composicion fitoquimica, actividad antioxidante ytiadad antiproliferativa. La
capacidad de captacion de radicales libres relagvabtuvo usando un ensayo de alto
rendimiento en laboratorio. El Trolox se us6 comticxidante estandar. La mezcla de
reactivo consistia en 100 ul de extracto de harib@0 pl de DPPH 0,2 mM. La medida
de absorbancia fue a 515 nm cada minuto duranteid@os. La actividad antioxidante
se calculé como el area bajo la curva y expresadagaivalente Trolox por gramo de
muestra (Lv, Yu et al. 2012).

1.3.3.2 Medida de la actividad antioxidante por DPPH en uvay
subproductos de la uva.

En un estudio que tiene que ver con el anteri@sé&Zza, Aliakbarian et al.
2012), se analizo6 la actividad antioxidante eni¢h gie las uvas en las que se utilizaron
técnicas no convencionales de extraccibn empleaallas presiones y altas
temperaturas. La actividad antioxidante en este éas medida también con el test
DPPH. Para cada extracto, fueron preparados 0.denmlueve diluciones en metanol
diferentes, mezclados con 3,9 ml de DPPH (0,0915 mM

Una parte de los hollejos que no se ha estudiaddemasia son los tallos, un
subproducto de la vinificacion. En un estudio mdo con uvas griegas se analizaron
los fenoles totales, cuantificacion de polifendiemles y una evaluacion detallada de
sus propiedades antioxidantes. Los resultados idoteimdicaron que los tallos de las
uvas son particularmente ricos en flavonoideslyesies, trans-reservatrobyviniferin.

Las propiedades antioxidantes fueron determinadadiamte DPPH mediante un
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version modificada del método propuesto por Brarilfidihs, Cuvelier et al. (1995) y
que fue convertido en un micro-método por (AnaathisiPratsinis et al. 2010). Los
resultados fueron expresados como Inhibitory Camaton, IC50 (la concentracién en
ng/ml de extracto requerido para reducir el 50 %oderadicales DPPH iniciales bajo
las condiciones experimentales dadas) (Anastastaalisinis et al. 2012).

En Polonia se hizo un estudio para medir la atdiviantioxidante de tres tipos
de uvas diferentegitis californica, Vitis riparia y Vitis amurensitas partes de la uva
que se analizaron fueron los subproductos prodscidas la vinificacion, es decir
pieles, pepitas y tallos. En este estudio se poepat ml de solucion metandlica
conteniendo entre 0,02-0,1 mg de extracto, y seldiepn 2 ml de agua desionizada y
luego se afiadié a la solucion metandlica de DPPHINL 0,25 ml). La mezcla fue
agitada durante 1 minuto y se dejo reposar 20 wsneh oscuridad. La absorbancia de
la solucién fue medida a 517 nm. (Weidner, Powaveskd. 2012).

1.3.3.3 Medida de la actividad antioxidante por FRAP en productos
alimentarios

Los polisacaridos pépticos de algunas frutas yetedgs han atraido en los
altimos afilos mucha atencién debido a sus propied&leas, por ser beneficiosas para
la salud y evitar algunas enfermedades potencialeda hora de analizar las
propiedades antioxidantes de estas frutas y vegetal mide mediante el test FRAP.
Consiste en la reduccién del complejo tripiridiina férrico (F&-TPTZ) a
tripiridiltriazina ferroso (F&-TPTZ) por un reductor a pH bajo se mide de acuefdo
este estudio se mezclaron 0,2 ml de muestra (6 Ilngim 1,8 ml de reactivo FRAP.
Tras incubarlo durante 4 minutos a 32, se midio la absorbancia a 595 nm. El
resultado final se expresé en umol Fe2+/g muestostélova, Hromadkova et al.
2013).

La patata dulcelfjomoea batatgsestd categorizada como el tercer tubérculo
mas consumido en el mundo, y fue identificado coonma excelente fuente de
compuestos biolégicamente activos con importanter vamédico como propiedades
antioxidantes. El potencial antioxidante se midiédmante la metodologia FRAP. Una
alicuota de 200 pul se afiadié a 3 ml de reactivo ERK&kas mezclarlo se mantuvo a 20
°C durante 4 minutos en oscuridad, y finalmentbdsorbancia se midio a 593 nm. Los
resultados se expresaron en UM de equivalente®XTmr gramo de materia seca
(Anastacio and Carvalho 2013)

Los subproductos de la industria del pifidatiopha curcagson abundantes y a
la vez toxicos para la alimentacion de animalas,esnbargo con un tratamiento que
esta en fase de desarrollo en la sureste asiadasta consiguiendo extraer compuestos
con capacidad antioxidante para su posterior usa ieaustria cosmética. Para medir la
actividad antioxidante de estos compuestos se lusé®mdo FRAP. En este caso se
prepararon 900 ul de reactivo y se calentaron @3 éntonces se mezclé con 90 ul de
agua y 30 pl de muestra. Esta mezcla se mantuvb°€ 8lurante 30 minutos en un
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bafio de agua. Pasado este tiempo se midio la ameiaba 593 nm (Nithiyanantham,
Siddhuraju et al. 2013).

1.3.3.4 Medida de la actividad antioxidante por FRAP en uvay
subproductos de la uva

La piel y pepitas de uvas son conocidas por serriga fuente de compuestos
fendlicos. Las concentraciones de estos compudsfzenden de la variedad de uva, de
la viticultura de la zona y de factores medioamtailes. Un estudio en Croacia evaluo
la actividad antioxidante de 14 variedades difegende uvas, y las mediciones se
hicieron con el ensayo FRAP. En este ensayo, lbexahantes fueron evaluados como
reductores de Bé a Fé*, y quelado por TPTZ a EeTPTZ, y medidos a 593 nm. Los
resultados fueron corregidos por diluciéon y explesaen mmol equivalentes Trolox
(TE). (Katalinic, Mocina et al. 2010)

Changjiang, 2003, empleé el ensayo FRAP para avalypoder antioxidante de
pieles, pulpa y pepitas (semillas) de varias frt@mtinmente consumidas en China,
entre las que se encontraba la uva. El estudia teamo objetivo determinar la
actividad antioxidante de cada fruta y saber queepatenian mas alta actividad
antioxidante. se preparo el reactivo FRAP y sentale 37°C. De la muestra se
prepararon alicuotas de 40 pl y se mezclaron com0Ode agua y 1,8 ml de FRAP. La
absorbancia se midié a 593 nm tras haber dejadsaepa muestra 10 minutos a®¥7
y en oscuridad. El resultado final se expresé clamomncentracion de antioxidantes que
tenian un poder reductor férrico equivalente a lotfinFeSOA4.

De la cantidad total que se cosecha de uva emedlo) cerca del 80 % es usado
para la vinificacion, pero cerca de la mitad dedgeée la materia prima se desecha
porque son hollejos. En el sur de Europa se espiezando a producir aceite de uva a
partir de estos subproductos de la vinificaciorhidie a que poseen compuestos con
gran actividad antioxidante (acido galico, catequiepicatequina, etc. En el estudio
realizado por Maier, Schieber et al. (2009), sdizara estas caracteristicas usando el
método FRAP, midiendo el incremento de la absoibaac593 nm debido a la
formacion de TPTZ-Fe(ll) en presencia de un agesdactor. Para la determinacion se
mezclé 1,5 ml de FRAP con 100 ul de agua y 100euindestra diluida. Lo dejaron
reposar 4 minutos a oscuras y finalmente se médabsorbancia

1.3.3.5 TPC mediante el método Folin-Ciocalteu en productos
alimentarios

En un estudio en el que se analizaban los eféetosficiosos de Jatropha curcas
(Pifidn), se descubrié que esta planta y sus dersvadseian numerosos compuestos
fendlicos que eran beneficiosos para la salud riboi@n a la prevencién de procesos
degenerativos y ademas ayudaba reducir la mortalpta cancer y enfermedades
cardio y cerebro-vasculares. El contenido totdle@oles fue determinado de acuerdo al
método Folin-Ciocalteau, que mide la capacidadedeaacion de la muestra y puede ser
considerado como otro ensayo da capacidad antibeidRara el ensayo se preparaban
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alicuotas de 100 pl y se enrasaban hasta 1 mlbes.tDespués se afiadian 0,5 ml de
reactivo Folin (1:1 con agua) y 2,5 ml de carborsgtdico (20 %) y tras agitar y guardar
40 minutos en oscuridad se media la absorbanci@5anm. Los resultados se
expresaron en equivalentes de acido tanico (Nitlaigtham, Siddhuraju et al. 2013).

El trigo es un alimento mundialmente conocido gstonido. También es sabido
por los investigadores que el consumo de este proden sus posibles derivados
contribuye a beneficios en la salud incluyendodduccion del riesgo de desarrollar
ciertos tipos de cancer y enfermedades coronafias.eso Lv, Yu et al. (2012),
compard diez tipos de harinas de Estados Unidas, @amparar sus composiciones
fitoquimicas, propiedades antioxidantes y activedadntiproliferativa. El contenido en
fenoles totales consistio en mezclar 50 ul de etdrde harina de trigo, 250 ul de
reactivo Folin, 750 ul de carbonato sédico al 2¢ % ml de agua ultra pura. Tras 2
horas de reaccién en oscuridad, la absorbanciaidié e 765 nm. Los resultados se
expresaron como miligramos de equivalente de &tloo por gramo de harina.

El exceso de produccion de radicales libres inergen la posibilidad de
desarrollar enfermedades como aterosclerosis, téglbbarcinogénica, cataratas o puede
acelerar el envejecimiento. Por tanto es importaater estudios sobre las dietas a la
hora de prevenir enfermedades crénicas degenevathlgunas raices y tubérculos
fueron analizados para comprobar sus efectos loeosefs en las dietas de personas que
sufrian estas enfermedades. Para cuantificar fadefe totales se usé el método Folin-
Ciocalteu. Los resultados fueron expresados envalguntes de acido galico.
(Sreeramulu and Raghunath 2010)

1.3.3.6 TPC mediante el método Folin-Ciocalteu en uva

Numerosos estudios epidemiologicwsyitro y sobre animales sugieren que los
fenoles alimentarios, especialmente flavonoidesdpn proteger frente a enfermedades
cardiovasculares. Esto es debido a que captarathsates libres y pueden prevenir la
oxidacion de colesterol de baja densidad. Las waeadienen altos niveles de estos
polifenoles y por tanto reducen el posible deskrmé¢ enfermedades coronarias. En el
estudio realizado por Ruzic, Akerget et al. (20ddda determinar la cantidad de fenoles
y su actividad antioxidante de uvas destinadasna hianco, TPC se midié con el
meétodo Folin-Ciocalteu como sigue. Los vinos fuedidnidos 5 veces con agua y el
reactivo Folin 10 veces, el carbonato sédico segvce en una solucion de 75 gl/l.
Finalmente habia 2,5 ml de reactivo Folin y 2 micdebonato sédico mas 0,5 ml de
muestra. Tras mezclarlo se incubo durante 5 mira&@°C. La absorbancia se midi6 a
760 nm. Los datos finales se expresaron como mitigs de equivalente acido galico
por litro de vino.

Las pepitas de la uva son una gran fuente de ocestymifendlicos, y debido a
esto muchos estudios se estan centrando en poctantenr la forma de extraer dichos
compuestos consiguiendo el mayor rendimiento pesibh el estudio realizado por
Krishnaswamy, Orsat et al. (2012), se us6 la mébgdm de extraccion mediante
microondas. Para comprobar los resultados de femddenidos se uso la metodologia
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de Folin Ciocalteu de la forma siguiente. Se mezcidl de extracto de uva (habiendo
preparado 1 mg de semilla/ml de etanol) con 7,8ardgua desionizada, mas 0.5 ml de
reactivo Folin y 1 ml de solucion de carbonato eodil 7,5 %. La muestra se incubo
durante 30 minutos y después la absorbancia s@& mid65 nm. La concentracion final
se expreso6 en equivalente de acido galico.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es el deseguir una méaxima extraccion de
los polifenoles con actividad antioxidante de lam#l@s de uva, usando técnicas rapidas
y eficientes, para su posterior uso en la indusgi@alimentaria

Para conseguir esta optimizacion de la extrace®rmplantean los siguientes
objetivos especificos

Verificacién de los aparatos y métodos a utilidarante el estudio, por medio
de los analisis de repetitividad y linealidad

Estudio del pretratamiento de la materia primaiargd una comparacion entre
muestras secadas por liofilizacion y muestras secamh una estufa a vacio, y se
comprobaran los resultados de la cantidad de fentdeales y de su actividad
antioxidante, tras realizar una extraccion solidoito.

Estudio de los parametros que intervienen en kma@&ion solido-liquido
asistida por ultrasonidos. A la hora de decidir tamdiciones de extraccion por
ultrasonidos se realizara un disefio experimentauperficie de respuesta para saber
los valores de los parametros que maximizan estaceion.
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3. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental que se explica a contiruasie divide en dos partes
diferenciadas, cada una de las cuales constituyel@mhos dos objetivos planteados para
este trabajo.

3.1 ESQUEMA DE TRABAJO PARA LA COMPARACION DEL
TRATAMIENTO PREVIO DE LAS MUESTRAS

Se realiza una comparacion entre los dos tipossatmdo elegidos como
tratamiento previo de las muestras, secado pofaestuacio y secado por liofilizacion.
Una vez secadas las muestras se extraen los pbdisepor medio de una extraccion
sélido-liquido y posteriormente se cuantifican I&noles totales y la actividad
antioxidante por medio de los métodos Folin-Ci@zaif DPPH respectivamente

En la figura 3.1 se detalla el esquema de trabaguido para comparar la
influencia de los dos tipos de secado en la extracc

Contenido
fenoles totales

Extraccion
solido-liquido

Secado a vacio

Actividad
antioxidante
(DPPH)

Semillas de uva

Cantidad fenoles

totales
Secado por Extraccion
liofilizacion solido-liquido Actividad
antioxidante
(DPPH)

Figura 3.1. Esquema de trabajo para la comparacion entrelaeca
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La tabla 3.1 muestra el disefio experimental segpédta la determinacion de la
cantidad de fenoles totales y la actividad antiamid

Tabla 3.1 Guion seguido para la comparativa entre secados

Temperatura Muestra Numero de
°C repeticiones
L20-1 3
L20-2
20 L20-3

V20-1
V20-2
V20-3
L30-1
L30-2
30 L30-3
V30-1
V30-2
V30-3
L40-1
L40-2
40 L40-3
V40-1
V40-2
V40-3
L50-1
L50-2
V50-1
V50-2
V50-3

WWWWWWWWWWWWwwwwwww(w|(w(w|w|w

L: Muestras secadas por liofilizacion
V: Muestras secadas por estufa a vacio

Para cada temperatura obtenida se analizaromtrestras, y de cada muestra se
realizaron tres repeticiones de las determinacianatiticas, o que supone un total de
nueve analisis por muestra y parametro experirhenta
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3.2 [ESQUEMA DE TRABAJO PARA EL ESTUDIO DE LAS
CONDICIONES DE EXTRACCION POR ULTRASONIDOS

En el segundo de los objetivos se plantea optmtézaxtraccion sélido-liquido
asistido por ultrasonidos por medio de sus tresarpairos mas caracteristicos,
temperatura de extraccion, tiempo de extracciomtensidad del ultrasonido. Se
selecciona un disefio experimental por medio desumperficie respuesta, para saber
determinar las condiciones y el nimero de ensay@sal&ar, y una vez realizada la
extracciéon analizar la cantidad en fenoles totalesactividad antioxidante mediante el
método Folin-Ciocalteu para TPC y DPPH y FRAP pa@apacidad antioxidante

En la figura 3.2 se representa el esquema de trab@j se siguiod

Cantidad fenoles
totales

Actividad
antioxidante
(DPPH)

Secado por Extraccion
liofilizacion ultrasonidos

Semillas de uva

Actividad
anitoxidante
(FRAP)

Figura 3.2. Esquema de trabajo seguido para la optimizacidia éxtraccion solido-liquida asistida por
ultrasonidos

Se llevaron a cabo un total de 69 experimentdgando un disefio central
compuesto en estrella (2*2 + estrella), con do$iceapiones, para el estudio de los
efectos lineales, cuadraticos y las interaccioreprimer orden, de los tres factores
estudiados (temperatura de extraccion, la intedsii@alos ultrasonidos y el tiempo de
tratamiento), a 5 niveles cada uno (Tabla 3.2).
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Prueba TE€MPeratura  Tiempo  Intensidad
(°C) (min:seg) (%)

3. DISENO EXPERIMENTAL

Tabla 3.2 Guion seguido para la optimizacion de la exti@tsiolido-liquida asistida por ultrasonidos

Prueba | Temperatura | Tiempo Intensidad (%)
(°C) (min:segQ)

40:45 27:30 60
2 27:30 27:30
3 30 27:30 60 37 30 27:30 100
4 18 40:45 90 38 30 27:30 60
5 30 27:30 20 39 42 14:15 90
6 30 27:30 60 40 30 27:30 60
7 30 27:30 60 41 10 27:30 60
8 30 5 60 42 42 14:15 90
9 18 14:15 30 43 30 27:30 60
10 30 50 60 44 18 14:15 90
11 18 40:45 60 45 30 27:30 60
12 30 27:30 60 46 42 40:45 30
13 50 27:30 60 47 42 40:45 90
14 30 27:30 100 48 30 27:30 60
15 30 27:30 60 49 30 27:30 60
16 42 14:15 30 50 18 40:45 90
17 30 27:30 60 51 30 27:30 20
18 10 27:30 60 52 30 27:30 60
19 42 14:15 90 53 30 27:30 60
20 30 27:30 60 54 30 5 60
21 18 14:15 90 55 18 14:15 30
22 30 27:30 60 56 30 50 60
23 42 40:45 30 57 18 40:45 30
24 42 40:45 30 58 30 27:30 60
25 30 27:30 60 59 50 27:30 60
26 30 27:30 60 60 30 27:30 100
27 18 40:45 90 61 30 27:30 60
28 30 27:30 20 62 42 14:15 30
29 30 27:30 60 63 30 27:30 60
30 30 27:30 60 64 10 27:30 60
31 30 5 60 65 42 14:15 90
32 18 14:15 30 66 30 27:30 60
33 30 50 60 67 18 14:15 90
34 18 40:45 30 68 30 27:30 60
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Para el experimento a realizar se us6 uva Tenijarani

La uva Tempranillo es una uva tinta, de piel gaygsie crece mejor en altitudes
relativamente altas, pero puede también toleranadimucho mas templados. Es muy
segura en el cuajado, muy sensible a plagas yreeflades, y poco resistente a la
sequia y a temperaturas altas. De hecho es muipleeadas inclemencias del tiempo,
contrayéndose cuando hay sequia e hinchandose achayddemasiada humedad. La
hinchazoén tiene un efecto negativo en la calidadsgfecta al color del vino.

Los efectos del tiempo se atendan en lugares iealngpcaliza debido al efecto
de la arcilla y la humedad en las raices; los efesbn peores en zonas arenosas, asi
como para viflas que tienen menos de doce afnos,|@si@aices son generalmente
demasiado superficiales.

Los racimos tienen forma cilindrica y son compsct@s uvas son esféricas, de
color negro purpura con una pulpa incolora. A veesscrecimientos a baja altitud,
presenta poca acidez; el contenido en azucar tarshale ser bajo.

A continuacion se presenta una radiografia devestedad.

* Cepa.Tempranillo.

» Otros nombres.Cencibel, Ull de Llebre, Tinto Fino, Valdepefnas)ta de
Toro, Tinto del Pais.

» Dodnde se cultivaEspafa, Portugal, Francia, California, ArgentiMéxico.

» Caracteristicas.Baya de tamafio medio de forma circular, con @at@sa y
gruesa, de color azul negruzco.

* Coloracién en el vino.Rojos intensos hasta casi amoratados.
e Aroma. Frutos rojos y secos.
» Sabor.Vino con taninos muy presentes, acidez bien duyaiia.

4.1 OBTENCION DE LA PEPITA

La obtencién de la pepita fue manual, cogiendoulas aun en estado de
congelacion debido a que de esta manera la exdradei la pepita del interior de la uva
fue mucho mas simple. Una vez obtenidas las pepéalizo un primer secado con
papel para quitarle el agua de la congelacion gduwse introdujeron en una bolsa de
congelacion manteniéndolas en una atmosfera dégaito. Una vez embolsadas se
guardaron en congelador a -20 °C hasta su proxifiEaaion.

En la siguiente tabla se explican los pesos ddifasentes partes de la uva tras
el pelado manual.
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Tabla 4.1 Pesos tras el pelado de uvas

METODO
SECADO A VACIO 46,75 122,55 830,70 1000
LIOFILIZACION 68,16 204,08 1236,76 1563,76

4.2 DETERMINACION DE LA HUMEDAD

Previamente a comenzar con los dos métodos dalcsesa determind la
humedad con una balanza con camara de desecacidM GR-H50. Tanto para las
muestras que iban para secado a vacio como payaddban a ser liofilizadas se usé la
misma cantidad de muestra, 2 gramos, y la medidazsepor duplicado. El resultado
se expreso6 como la proporcion de peso seco (%).

En la siguiente tabla vienen dados los resultade®shumedad para cada
tratamiento, antes y después de ser aplicado

Tabla 4.2 Cantidad de humedad de las muestras

METODO MEDIDA 1 MEDIDA 2 CONTENIDO
(%) (%) EN HUMEDAD
(%)
ANTES S'f/ié[l?g A 32,57 33,95 33,26
DEL
SECADO | LIOFILIZACION 31,33 30,12 30,73
DESPUES S'f/ipé?g A 4,75 4,11 4,43
DEL
SECADO | LIOFILIZACION 4,26 3,84 4,05
4.3 SECADO

4.3.1 Secado a vacio:

Las pepitas destinadas al secado a vacio se omlean un molinillo de café
hasta dejar una masa uniforme. Para el secaddizé uha secadora a vacio BINDER
a las condiciones de 50 °C y a una presion de 284,nya que no se llega al vacio
absoluto. El tiempo de espera no es un factor chk@oque depende mucho de la
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muestra introducida y de su peso, asi que lo qukize fue poner la maquina a
funcionar durante un tiempo ilimitado e ir sacamaigestras cada cierto tiempo hasta
llegar a una cantidad de humedad por debajo del 5 %

Tabla 4.3 Humedad de la muestra en funcién del tiempo dadse

TIEMPO (min)  HUMEDAD (%)

30 24,45
90 11,54
120 4,43

Se obtuvieron 24,32 gramos de materia seca. Hstatra se volvié a moler con
un molinillo de café y se tamiz6 con un tamiz méwdrde 450 um de poro. Las
condiciones del tamizado fueron 80 % de potencrarda 10 minutos. Al cabo de ese
tiempo se volvié a moler y se tamiz6 otra vez bagomismas condiciones.

Las particulas mayores de 450 um se desechatargantidad de polvo menor
de 450 um se embolsé en atmadsfera de nitrogenayaged en un congelador (-20 °C)
hasta su préximo uso.

Tabla 4.4 Masa de la muestra tras tamizar a g0

TAMANO (um) MASA (g)

<450 18,64

>450 5,44

4.3.2 Secado por liofilizacion:

Las semillas fueron liofilizadas en un equipo serustrial LYOBETA-25 en
las siguientes condiciones de liofilizacion:

» Tiempo total de proceso: 22 horas.

* Congelacion: desde temperatura inicial a -45 °@G®minutos. Mantener a -45
°C durante 10 horas.

* Vacio: 0,250 mbar.

» Secado primario: de -45 °C a 0 °C en 30 minut®s280 mbar. Mantener a 0 °C
y 0,250 mbar durante 11 horas.
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La muestra obtenida (39,72 g) se volvié a moler eomolinillo y se introdujo
en el tamiz mecanico en las mismas condicionesqual caso anterior. Transcurridos
10 minutos se volvié a moler para obtener la maxtaraidad de muestra posible con
tamafo de poro inferior a 450 pm.

Las particulas superiores a 450 um se desestimarehpolvo de tamafio de
grano inferior a 450 um se guard6 en bolsas deetacign en atmdsfera de nitrégeno,
y se metio en un congelador a -20 °C.

Tabla 4.5 Masa de la muestra tras tamizar a g0

TAMANO (um) MASA (g)

<450 30,04

>450 9,68

4.4 EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO

4.4.1 Método de extraccion

Para la extraccion soélido-liquido, primero se prapon muestras en
concentraciones de 40 ml/g. Como la cantidad aaextdeseada era de 10 ml, se
mezclaron 0,25 gramos de polvo de pepita y se dliafuna solucién etanol: agua
(50:50). Esta extraccion se llevo a cabo a cuatrperaturas diferentes con el objetivo
de analizar a que temperatura se obtendrian laxr@sejendimientos de extraccion. Las
temperaturas estudio fueron 20, 30, 40 y 50 °Ga Padla temperatura se prepararon tres
muestras de 10 ml en tubos de ensayo de 20 mbj&ivm de poner las muestras de 10
ml en tubos de 20 ml fue que de esta forma la eoitia fuera mas completa al haber
mayor contacto entre el polvo y la solucion

Las muestras correspondientes a secado por lafitm se marcaron con L, y las
muestras secadas a vacio se marcaron con V, quedandubos marcados de esta
manera: L20, L30, L40, L50, V20, V30, V40 y V50

Las muestras se introdujeron en la estufa (P-SHIfCa la temperatura
adecuada y se colocaban sobre una plataformangrdiorante una hora.

Una vez finalizado el proceso de extraccion, &s suestras de cada tanda se
centrifugaron. La centrifugacion se realizaba coa gentrifuga Sigma 3K30 bajo las
siguientes condiciones:
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e T0=5¢°C

e Tiempo = 10 minutos

* Velocidad de centrifugacion = 9.000 r.p.m.
* Rotor = Mod. 12156, 28611 G

Nada mas acabar la centrifugacion y mediante dacian el sobrenadante de la
muestra se trasladd de los tubos de centrifugédas tansayo con tapa. A la hora de
guardar estos tubos antes de taparlos se intrathgoatmdsfera de nitrogeno y se
guardo en refrigeracion a 7 °C hasta su proximo uso

4.5 Extraccion sdlido-liquida asistida por ultrasonidos

4.5.1 Método de extraccion

Se utilizé un equipo de ultrasonidos de la marigsiher, modelo UP400S, con
400 W de potencia de ultrasonidos y 24 kHz. La aandonotrodo que se uso era H3S,
de 3 mm de diametro adecuada para la muestraiaan@&l ml).

Para la extraccion propiamente dicha, primero hgumo solucionar el problema
del sobrecalentamiento, ya que el ultrasonidosmicar calentaba la muestra muy por
encima de los valores requeridos, y como un parangtigilar era la temperatura,
habia que desarrollar una metodologia que permitiefsigerar a la vez que sonicaba.
Finalmente se decidi6 montar el ultrasonido sobrébafo de refrigeracion (Thermo
Scientific A10B, Thermo Haake).

La muestra se prepard pesando 0,125 g de polvpegéda (40 ml/g) y
afadiéndolo a un matraz de vidrio junto con 2,5enhgua y 2,5 ml de etanol (etanol:
agua 50:50). El matraz se sumergia en el bafiotaniperatura indicada para cada
sesion de ultrasonidos. Una vez sujeto el sonotdadaltrasonido se introdujo por la
boquilla del matraz y se sumergio lo suficienteap@mnseguir una sonificacion correcta.

La temperatura del bafio se fij6 para cada muestriorno a unos 10 °C por
debajo de la temperatura de extraccion. La bogdélanatraz se tapo6 con parafilm para
asi evitar la evaporacion de solvente en los casss extremos. Para el control de la
temperatura se introdujo una sonda (Ahlborn/AIme2@0) en el matraz y
conectandola a un ordenador se grabo la evolu@da temperatura. En el Anejo 1 se
incluyen las graficas de control de la temperatura

Al igual que en la extraccion sdlido-liquido seduna centrifugacion con las
mismas condiciones que en el caso anterior:

60



4. MATERIALES Y METODOS

e T0=5¢°C

e Tiempo = 10 minutos

* Velocidad de centrifugacion = 9.000 r.p.m.
* Rotor =Mod. 12.156, 28611 G

Una vez finalizada la centrifugacion se midio ¢ntidad de extracto resultante,
y se enrasaba la cantidad que faltaba hasta 5 amtided inicial) con solvente
etanol:agua (50:50). La muestra final se guardotidos de ensayo con tapon
introduciéndoles nitrégeno. Los tubos se guardarorefrigeracion a 7 °C.

4.6 Determinacion de polifenoles totales y actividad
antioxidante

4.6.1 Contenido en fenoles totales (TPC). Método Folin-Ciocalteu

Para la obtencion del indice Folin se siguié etat@ Davidov (2007) con
algunas modificaciones. Para las determinacionedizagdas sobre las muestras
correspondientes a la comparacion entre los dasafamientos de la materia prima la
metodologia a seguir fue la siguiente:

En un matraz aforado de 100 ml se introdujerorsigsientes componentes en
este orden:

* 1 ml de extracto de pepita de uva

* 50 ml de agua destilada

* 5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu

e 20 ml de solucion de carbonato de sodio al 20 % (p/
» Se enraso con agua destilada hasta llegar a 100 ml

Una vez mezclado todo el conjunto se agitd y sardguen oscuridad y a
temperatura ambiente durante media hora. Trandoumse tiempo se analizo la
reaccion con un espectrofotometro Cintra 20 (GMBl¢mania) de doble haz a 750 nm
en una cubeta de 1 cm de paso de luz.

El resultado se expres6 en mg de acido galicogpmmo de muestra seca, a
través de la realizacion de una curva patron deashponente con concentraciones de
0 a 600 mg/l.y = 0,0011x + 0.0338, R2 = 0.9979)

Para la determinacién realizada sobre las muestasspondientes a las
extracciones sélido-liquido asistidas por ultradosila metodologia a seguir fue la
siguiente:
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En un matraz de 25 ml se introdujeron los sige®ntomponentes en el
siguiente orden:

* 0,25 ml muestra

« 12,5 ml de agua destilada

* 1,25 ml de reactivo Folin-Ciocalteu

« 5mlNaCQ

* Se enraso con agua destilada hasta llegar a log 25

Las medidas de cada uno de los 69 extractos serdmcpor triplicado. Las
medidas de absorbancia se realizaron tras 30 msinuta 750 nm. En este caso la
absorbancia se mide con un espectrofotometro Th&aomentific Multiskan Go, y la
cantidad de muestra utilizada para cada medidaléu200 ul. El resultado se expreso
en mg acido galico por gramo de peso seco, a trdeda realizacion de una curva
patron de este componente con concentraciones @e600 mg/l. ¥ = 0.0008x +
0.0564, R2 = 0.9987).

4.6.2 Determinacion de actividad antioxidante (AA). Método DPPH

En este método se sitia el DPPHe, un radical ocgaen presencia del antioxidante y

se ve en qué grado es capturado, lo que producesoenso de la absorbancia a 515
nm. Es un método de medida de la capacidad angéioteécdjue combina reacciones HAT

con reacciones SET

Al igual que en el caso anterior, la metodologieapaedir la actividad antioxidante
segun el método DPPH fue diferente para las mgestaespondientes a la primera
parte del trabajo que para las muestras obtenidadiante extraccién asistida por
ultrasonidos.

Para las determinaciones realizadas sobre lastmasiesorrespondientes a la
comparacion entre los dos pretratamientos de larmmagtrima la metodologia a seguir
fue la siguiente:

El analisis se hizo segun la técnica de River@Rést al, (2007) con algunas
modificaciones. Primero se preparé el reactivo DPgddando 0,0023 g de 2,2-difenil-
1-picril-hidracil y mezclandolo con 100 ml de meaignpara conseguir una
concentracién de 60 uM. Se agitd, y se espero ljastda mezcla estuviese totalmente
disuelta. Una vez logrado esto se pipete6 en ubetawe 1 cm 2.940 ul de reactivo y
se midio la absorbancia en un espectrofotometrar& 20 (GMBH, Alemania) a 515
nm. Esta medida fue la de tiempo cero sin antionglaNada mas medir se pipeted 60
ul de la muestra diluida 25 veces y se dejo repdgeante una hora en oscuridad y a
temperatura ambiente.
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Transcurrido este tiempo se volvio a medir |a diesacia y se anoto el valor. La
resta de la medida a tiempo cero y esta ultimd eal@r final que se utilizé para hacer
los calculos.

La actividad antioxidante se expres6 como mmokesloblox por gramo de
extracto seco, a través de una curva de calibradénTrolox en diferentes
concentraciones (de 0 a 1 mi.=€ 0,2183x + 0,0127, R2 = 0.9966)

Para la determinacién realizada sobre las muestasspondientes a las
extracciones sélido-liquido asistidas por ultradosila metodologia a seguir fue la
siguiente:

La preparacion del reactivo en este caso es iguelen el caso anterior. La
muestra sin embargo se diluye en una proporciof &l agua. La medida de la
absorbancia se hace con el espectrofotometro dagpld@hermo Scientific Multiskan
Go). La medida de tiempo cero se hizo afiadiendgu2%as lo cual se afiaden 6 ul de
la muestra diluida. Tras guardar la placa durantehora en oscuridad y a temperatura
ambiente se volvio a medir a 515 nm. El resultadal fes la diferencia entre ambas
medidas.

La actividad antioxidante se expres6 como mmokesloblox por gramo de
extracto seco, a través de una curva de calibradénTrolox en diferentes
concentraciones (de 0 a 1 mMy,= 0,3352x + 0,1602 , R2 = 0.9985).

4.6.3 Determinacion de actividad antioxidante (AA). Método FRAP

Se trata de una reaccion SET, que se basa eddacién del complejo de la
tripiridiltriazina férrica al complejo ferroso pon antioxidante en medio acido (Benzie
& Strain, 1996). Esta reaccion produce un cambiocd®r que es monitorizado
midiendo la absorbancia a 595 nm.

O\Tm{@

FJ.. - * jaxi M

N:-:'flll&[l'\' ] antioxidant o :;
|
.

AED T g0

Fo(l{TPTZ),)* [Fo(I(TPTZ) 312*, 7ax= 593 nm

Figura 4.1. Reaccion FRAP
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El ensayo se realizo segun la metodologia desenitBenzie y Strain (1996),
gue consiste en los siguientes preparativos:

Tampon de acetato de sodio (150 ml, 300 mM, pH=3,6)

* Pesar 456 mg de acetato de sodio trihidratado
* Afadir 2,4 ml de &cido acético
» Afadir 147,6 ml de agua destilada

Solucion TPTZ (2,4,6-tripyridyl-1,3,5-triazine) (101, 10 mM)

* Pesar 31,2 mgde TPTZ (PM= 312,32 g/mol)
* Afadir 10 ml de &cido clorhidrico (40 mM, PM=36 g/mol)

Solucion de cloruro de hierro hexahidratado (102@ImM)

* Pesar 54 mg de cloruro de hierro hexahidratado @1@;29 g/mol)
» Afadir 10 ml de agua destilada

Reactivo FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

* 10 volumenes de tampon de acetato de sodio
e 1volumende TPTZ
* 1 volumen de solucion de cloruro de hierro hexatadio

Una vez que se obtuvo el reactivo FRAP, se calitatmezcla a 37 °C y se
afiaden en este orden en la placa de 96 pocillogl @6 muestra, 40 ul de agua y 300
ul de reactivo FRAP. La absorbancia se midio eresgectrofotometro de placas
(Thermo Scientific Multiskan Go) nada mas hacen&zcla a 593 nm.

La recta patrén del método FRAP se hizo preparéndiguiente solucion:

* Pesar 7.5 mg de sulfato de hierro heptahidratabi=278,01 g/mol, 2,7 mM)
* Afadir 10 ml de tampon de acetato de sodio
» Efectuar 5 diluciones sucesivas a %2

Con esas diluciones se consigue una recta pabrosancentraciones entre 0,75
y 0,02 mg/ml. ¥y = 2.1729x + 0.2413, R2 = 0.9995)

El resultado final se expres6é como mg de sulfa&diérro heptahidratado por
gramo de extracto seco
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4.7 Analisis estadistico

Para analizar los resultados obtenidos se reafizanalisis estadistico ANOVA
asi como la aplicacion y estudio de modelo de $igperde respuesta utilizando los
software estadisticos STATGRAPHICS Centurion XYIMINITAB 16. En donde se
compararon las diferencias significativas entre thierentes temperaturas y las
diferencias entre los métodos de secado y se alalicdetodologia de superficie de
respuesta.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 VERIFICACION DE LOS METODOSDE ANALISIS DE ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE

Como paso previo a la realizacion de los ensag$a llevado a cabo la
verificacion de los métodos de andlisis utilizadwgliante el estudio de la repetitividad
y de la linealidad de los mismos

5.1.1 Veracidad del método TPC

Repetitividad y linealidad usando el espectrofotometro de doble haz
(espectrofotémetro Cintra 20, GMBH)

La repetitividad estudia la variabilidad del métoefectuando una serie de
analisis sobre la misma muestra en las mismas @onds operativas (mismo analista,
mismos aparatos y reactivos...), en un mismo labocatoen un periodo de tiempo
corto.

La repetitividad se determind llevando a cabo petieiones del protocolo
completo de analisis en condiciones de repetittjidatiizando como muestra un
extracto comercial de polifenoles. Se obtuvierandiguientes resultados expresados en
desviacion estandar relativa (DER):

Tabla 5.1 Resultados del estudio de repetitividad del m@fBlC en espectrofotometro de doble haz

mg ac. Galico/ g

Repeticion materia seca Media Desv. Estand CV (%)
1.1 199,69
1.2 200,00
2.1 185,44
2.2 185,35
3.1 198,76
3.2 198.56 195,60 5,76 2,95
4.1 192,79
4.2 197,00
5.1 199,29
5.2 199,11

La linealidad es la capacidad del método para poimuar resultados que son
directamente proporcionales a la concentracionadelito en la muestra dentro del
rango establecido
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Para comprobar la linealidad, se realizé una ngatadn para concentraciones de

0 a 600 mg/l de acido galico (Figura 5.1).
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y=0,0011x + 0,0338

RZ= 0,9979/0

0,6 /
0,5

0,4 //
0,3
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0’2 /

0,1 /

0
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Figura 5.1. Recta patron para el método TPC en espectrofatorde doble haz

Repetitividad y linealidad usando el espectrofotometro de placas (Thermo Scientific

Multiskan Go)

La repetitividad se determiné llevando a cabo 8etiemnes del protocolo
completo de andlisis en condiciones de repetitdjidailizando como muestra &cido
galico. Se obtuvieron los siguientes resultadosresguios en desviacién estandar

relativa (DER):

Tabla 5.2 Resultados estudio repetitividad del método TREspectrofotometro de placas

Repeticion [Ac. Galico] (mg/l) Media Desv. Estand CV (%)
1 206,50

204,00
216,75
201,75
215,25
209,75
204,50
210,50

208,63

oI N OO~ WON

5,41

2,59
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Para comprobar la linealidad se realizé una cpatedn para concentraciones de
0 a 600 mg/l de acido galico (Figura 5.2).

y =0,0008x + 0,0564
R2=0,9987
- /
0,40
0,30
0,20
0,10 /‘/

0,00 T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700

[Ac. galico] mg/|

0,60

Abs. 750 nm

Figura 5.2. Recta patrén para el método TPC en espectrofdtérde placas

Observando los datos de repetitividad obtenidoa foer dos equipos utilizados,
se obtiene que los coeficientes de variacion estamorno al 3 %, por tanto estos
valores son aceptables

En el caso de la linealidad se observa como fasoR en ambos casos por
encima del valor 0,99, asi que se puede concleilagimétodos son lineales

5.1.2 Veracidad del método DPPH

Repetitividad y linealidad usando el espectrofotometro de doble haz
(espectrofotéometro Cintra 20, GMBH)

La repetitividad se determind llevando a cabo petieiones del protocolo
completo de analisis en condiciones de repetitijidatiizando como muestra un
extracto comercial de polifenoles. Se obtuvierandiguientes resultados expresados en
desviacion estandar relativa (DER):
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Tabla 5.3 Resultados estudio repetitividad método DPPHspeetrofotometro de doble haz

Repeticion L Tr.olox/g Media Desv. Estand CV (%)
materia seca

1.1 1,9450
1.2 1,9400
2.1 1,9500
2.2 1,9450
3.1 1,9575
3.2 1,9550

1,9196 0,0645 3,34
4.1 1,7850
4.2 1,7800
51 1,9550
5.2 1,9525
6.1 1,9350
6.2 1,9350

La linealidad se determiné realizando una curva adibracion con
concentraciones de Trolox hasta 1 M, tomando coanable dependiente la diferencia
de absorbancia a 515 nm después de una hora d@&ref€igura 5.3).

0,6

y = 0,5302x + 0,0002
0,5 R2=0,9944 -
0,4

- /V
0/2 /‘/
0,1

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

AAbs 515 nm

mM Trolox

Figura 5.3. Recta patrén para el método DPPH en espectroéitérde doble haz
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Repetitividad y linealidad usando el espectrofotometro de placas (Thermo Scientific
Multiskan Go)

La repetitividad se determiné llevando a cabo 8etiemnes del protocolo
completo de analisis en condiciones de repetittjideilizando como muestra Trolox.
Se obtuvieron los siguientes resultados expresatosiesviacion estandar relativa
(DER):

Tabla 5.4. Resultados estudio repetitividad debo@DPPH en espectrofotdmetro de placas

Repeticion mM Trolox Media Desv. Estand CV (%)
1 0,5225

0,5175

0,54

0,53
0,51

0,5319 0,0164 3,10

0,5475

0,56
0,5275

O N O O] A WO DN

La linealidad se comprobd mediante la curva débrealion, en donde se
afiadieron concentraciones de Trolox hasta 1 M, ndma&omo variable dependiente la
diferencia de absorbancia a 515 nm después deanaalé reaccion (Figura 5.4).

0,6000

0,5000 y= 0;{3»2333?9; 25’;1602/‘/0
0,4000

0,3000 /

0,2000 /

0,1000

Abs. 515 nm

0,0000 T . . T . .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

mM Trolox
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Figura 5.4. Recta patron para el método DPPH en espectro&torde placas
Observando los datos de repetitividad, se obtigne los coeficientes de
variacion estan en torno al 3 %, por tanto esttwes son aceptables

En la linealidad se observa como I&€ssBn en ambos casos por encima del valor
0,99, asi que se puede concluir que los métodobreates

5.1.3 Veracidad del método FRAP

Repetitividad y linealidad usando el espectrofotometro de placas (Thermo Scientific
Multiskan Go)

La repetitividad se determiné llevando a cabo 8etienes del protocolo
completo de analisis en condiciones de repetitdjidélizando como muestra sulfato de
hierro heptahidratado. Se obtuvieron los siguierdgesltados expresados en desviacion
estandar relativa (DER):

Tabla 5.5. Resultados estudio repetitividad deba@t~RAP en espectrofotdmetro de placas

mg F€*/g materia

Repeticion Media Desv. Estand CV (%)

Seca
0,1943

0,1931
0,1973

0,2058
0,1971
0,2073
0,2035

0.2010 0,0064 3,18

0N ok W IN |k

0,2100

La linealidad se comprobé mediante la realizaciéh método a diferentes
concentraciones de sulfato de hierro heptahidrat8doempezé con 0.75 mg/ml, y se
hicieron 5 diluciones sucesivas. (Figura 5.5)
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2
1,8 V=2,1729x ¥ 0,2413 et
R? =0,9995
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Figura 5.5. Recta patrén para el método FRAP en espectrofdtonde placas

El valor del coeficiente de variacion es 3,18 %, Ipaque se puede concluir que
la repetitividad es totalmente aceptable

Como se puede observar laSd® esta recta patrén dan por encima de 0.99 por
lo tanto se puede considerar que existe una laeehkn el método
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5.2 ESTUDIO COMPARATIVO DEL TRATAMIENTO DE LA
MATERIA PRIMA ANTES DE LA EXTRACCION

Los resultados obtenidos para los parametros TBEBH tras la extraccion
sélido-liquido a diferentes temperaturas de lasstnag liofilizadas y secadas a vacio se
muestran en la tabla 5.6. Para llegar a estogaéssl se realizé un analisis ANOVA
para los factores tratamiento (secado a vaciditdaro) y temperatura (20, 30, 40 y
50 °C)

Tabla 5.6. Analisis estadistico de la extraccion sélido-itigqu

To( TPC (Folin-Ciocalteu) AA (DPPH)
°C) LIOFILIZACION | SECADO POR| LIOFILIZACION SECADO POR
(mg/g) ESTUFA (mMTrolox/qg) ESTUFA (mM
20 22,92 + 1,68 2255+0,8 0.1371 + 0.004% 0,1175 + 0,002%
30 22,98 + 1,07 23,21 + 0,4%" 0.1758 + 0.0032 0,1604 + 0,006%5
40 23,68 + 0,48 23,65 + 0,38 0.1679 + 0.009% 0,1630 + 0,003%
50 30,93+0,7% 26,30 + 1,5% 0,2470 + 0,002% 0,2113 + 0,014%F

Letras minUsculas indican diferencias significaive=0,05) para las temperaturas de cada
tratamiento. Letras mayusculas diferentes indi¢tarehcias significativasuE0,05) entre los métodos de
secado previos para cada temperatura

Una vez obtenida la tabla con todos sus dat@stetlio de los resultados
obtenidos se separan en dos grupos, TPC y DPPH.

Polifenoles totales (TPC)

Desde el punto de vista del tratamiento y viendorésultados obtenidos tras el
analisis estadistico, se observa que a temperatl@a®0, 30 o 40 °C no existen
diferencias significativasu(= 0,05) entre los diferentes secados. Sin embaag® una
extraccion a 50 °C se obtuvieron diferencias sigatizas ¢ = 0,05) ya que hubo mayor
concentracion de polifenoles con un secado medlafilizacion frente a un secado a
vacio. Ademas en todas las temperaturas la mediaxtlaccion de polifenoles era
mayor en los casos de liofilizacién que en los gda@o

Observando los datos de la tabla ANOVA para ebfaemperatura se concluyo
gue para las temperaturas de 20, 30 y 40 °C na ldéfierencias significativas, pero sin
embargo para una extraccion a 50 °C si que exisHas diferencias, y que ademas los
extractos obtenidos a esta temperatura presentdantdos en polifenoles superiores.
Parece que la temperatura de 50°C marca un puntofld®ion en la extraccion
independientemente del pretratamiento de la muestra
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Asi pues en el estudio realizado por Bucic-Kdfigninic et al. (2007) se hacia
una extraccién solido-liquido de pepitas de uvas wma concentracion de 40 ml/g en
un medio etanol acuoso (50:50) y a rangos de teahpas de 25 a 80 °C, se obtuvieron
valores de fenoles totales entre 66,81 y 23,91 r@ggAmateria seca. Estos valores
variaban dependiendo del tamafio de particula, gacqnsiguieron reducir este tamafio
hasta 12Qum. Cuando hacen el estudio para tamafios de pargatie 400 y 600m y
temperatura igual a 50 °C, los resultados rondami2® mg AG/g extracto seco, por
tanto los valores obtenidos en nuestro estudicakgmmayores. Esta mejora podria ser
debida al secado previo por liofilizacion, ya queet estudio de Bucic-Kojic en vez de
secar, lo que hace es moler la muestra y direct@megvasarla al vacio y alamcenarla
en refrigeraciéon (4 °C) hasta la extraccion.

En el trabajo de Pinelo, Sineiro et al. (2006) studio la extraccion sélido-
liguido de subproductos de la vinificacién. Lasdioiones eran las mismas que para el
trabajo presente, salvo que el secado se prodnaia Borno durante 48 horas con aire
caliente recirculado. Los resultados que se obtowien ese trabajo fueron de una
cantidad de fenoles totales de 6,9 — 21,8 mg A®Gligeto seco (la variacion se debe a
la cantidad de muestra inicial). Por lo tanto emnejor de sus casos no se llegaba al
menor de los valores de este trabajo. Asi puesisdeppensar que un posible factor
clave a la hora de una mejor extraccion puede Isse@do previo. Esto puede ser
debido a la sobreexposicién que sufren las mued&r&inelo, ya que es posible que los
polifenoles puedan sufrir degradaciones al estdo tleempo y en presencia de oxigeno

Actividad antioxidante

Comparando los dos pretratamientos a las tempasatle 20, 30 y 50 °C hubo
diferencias significativas entre los métodos dedecpero sin embargo a 40 °C estas
diferencias no fueron lo suficientemente grandesacpara ser significativas. Se puede
hacer una evaluacion global y pensar que en pimsipque existen diferencias entre
los métodos de secado independientemente de |&tatum a la que se extraiga

Sin embargo analizando las temperaturas dentrade método de secado, se
observa que para la liofilizacion cada una de X@isaeciones a una temperatura suponia
un grupo independiente, es decir, que existiarratifgas significativas entre todas, y
que conforme aumentaba la temperatura la activasdxidante era mayor. Para el
secado a vacio sin embargo se formaban tres gudiferenciados, ya que para las
extracciones a temperaturas de 30 y 40 °C no axidiferencias significativas, pero si
gue se diferenciaban con respecto a las otrasxii@Eeones. Al igual que en el secado
con liofilizacion cuanto mayor fue la temperatura extraccion mayor fueron los
valores de actividad antioxidante

De forma general para la extraccion analizandoclividad antioxidante se
confirm6 que los mayores valores se obtenian cordaaumentaba la temperatura de
extraccion, y que al comparar los métodos de sepexldos, resultaba mejor actividad
antioxidante cuando las semillas de uva se seaabdrante liofilizacion.
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Makris, Boskou et al. (2007) hicieron un estudémgpanalizar la influencia del
solvente (etanol) en rangos del 21 al 57 % respiitagua. La extraccion se realizaba
tras haber secado las muestras en un horno, y aomuestras sin triturar. La
concentracién era de 5.5 ml/g, y no especificabtetaperatura de extraccion. Los
resultados que obtenia eran muy inferiores a losnakos en este trabajo, ya que en
fenoles totales extraian entre 7,957 y 13,75 mgAG#g actividad antioxidante 0,0594
—0,0855 mmol Trolox/g.

Haciendo una comparacion global de la extraccidisdiquido teniendo en
cuenta la cantidad de fenoles totales y la activalatioxidante (medida por DPPH), se
concluyo que los mejores valores se obtenian éear $as muestras con un proceso de
liofilizacidén y una posterior extraccion a una tergiura de 50 °C.

5.3 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION
ASISTIDA POR ULTRASONIDOS

5.1.1 Modelo de superficie de respuesta

Se pretendia encontrar las condiciones de extraapi@ permitan obtener la
mayor riqueza polifendlica y actividad antioxidasetelos extractos.

Los factores experimentales a variar fueron la t¥atpra de extraccion, la
intensidad de los ultrasonidos y el tiempo de mn&éato. Con los datos de la
bibliografia y los estudios previos realizadosigedl dominio experimental de interés,
para cada uno de los factores, del siguiente modo:

 Para la intensidad de los ultrasonidos interesatiadi@r el rango
completo de intensidades proporcionadas por eped@o - 100 %).

» Para la temperatura, Aunque es conocido que elim@mo de la
extraccion aumenta de forma importante a partilode50 °C (Adje,
Lozano et al. 2010; Tabaraki and Nateghi 2011; &al'Alessandro,
Kriaa et al. 2012), el rango de temperaturas deaesitn se fijo de
forma que no se alcanzasen temperaturas que pudigselucir
degradaciones de los compuestos polifendlicos GI0°C).

* El tiempo de tratamiento se fij0 a partir de losodade la bibliografia,
fijando como maximo 50 minutos, tiempo al que, aa teferencias
bibliograficas consultadas (Soria and Villamiel @0¥irot, Tomao et al.
2010) se tiene, con un margen de seguridad, un adampiento
asintético en la respuesta del rendimiento de ecitia (5 — 50 minutos).

Los niveles de los factores se muestran en la tabla atendiéndose a su
codificacion
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Como el interés es obtener extractos con una edesaghcidad antioxidante, las
variables respuesta medidas fueron la actividadxadante mediante el método DPPH
y mediante el método FRAP, y el contenido en patifes totales mediante el método
de Folin-Ciocalteu.

Se llevaron a cabo un total de 69 experimentoszamitio un disefio central
compuesto en estrella (2*2 + estrella), con do$iceepones, para el estudio de los
efectos lineales, cuadraticos y las interaccioregprimer orden, de los tres factores
estudiados (temperatura de extraccion, la intedsiigalos ultrasonidos y el tiempo de
tratamiento), a 5 niveles cada uno (Tabla 5.8).

Tabla 5.7. Niveles de los factores utilizados en el diseffpeemental (disefio central compuesto
en estrella: 272 + estrella).

Temperatura Tiempo Intensidad
(°C) (min) (%)

0 30 27,5 60
-1 18 14 30
-1,68 10 5 20
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Tabla 5.8 Disefio experimental.

Prueba Tiempo Intensidad Prueba T2 Tiempo Intensidad
1 1,0 1,0 1,0 36 1,68 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 37 0,0 0,0 1,68
3 0,0 0,0 0,0 38 0,0 0,0 0,0
4 -1,0 1,0 1,0 | 39 1,0 -1,0 -1,0
5 0,0 0,0 -1,68 | 40 0,0 0,0 0,0
6 0,0 0,0 0,0 41 -1,68 0,0 0,0
7 0,0 0,0 0,0 42 1,0 -1,0 1,0
8 0,0 -1,68 0,0 43 0,0 0,0 0,0
9 -1,0 -1,0 -1,0 44 -1,0 -1,0 1,0
10 0,0 1,68 0,0 | 45 0,0 0,0 0,0
11 -1,0 1,0 0,0 | 46 1,0 1,0 -1,0
12 0,0 0,0 0,0 47 1,0 1,0 1,0
13 1,68 0,0 0,0 48 0,0 0,0 0,0
14 0,0 0,0 1,68 49 0,0 0,0 0,0
15 0,0 0,0 0,0 50 -1,0 1,0 1,0
16 1,0 -1,0 -1,0 | 51 0,0 0,0 -1,68
17 0,0 0,0 0,0 | 52 0,0 0,0 0,0
18 -1,68 0,0 0,0 53 0,0 0,0 0,0
19 1,0 -1,0 1,0 54 0,0 -1,68 0,0
20 0,0 0,0 0,0 55 -1,0 -1,0 -1,0
21 -1,0 -1,0 1,0 56 0,0 1,68 0,0
22 0,0 0,0 0,0 | 57 -1,0 1,0 -1,0
23 1,0 1,0 -1,0 | 58 0,0 0,0 0,0
24 1,0 1,0 1,0 59 1,68 0,0 0,0
25 0,0 0,0 0,0 60 0,0 0,0 1,68
26 0,0 0,0 0,0 61 0,0 0,0 0,0
27 -1,0 1,0 1,0 62 1,0 -1,0 -1,0
28 0,0 0,0 -1,68 | 63 0,0 0,0 0,0
29 0,0 0,0 0,0 | 64 -1,68 0,0 0,0
30 0,0 0,0 0,0 65 1,0 -1,0 1,0
31 0,0 -1,68 0,0 66 0,0 0,0 0,0
32 -1,0 -1,0 -1,0 67 -1,0 -1,0 1,0
33 0,0 1,68 0,0 68 0,0 0,0 0,0
34 -1,0 1,0 -1,0 | 69 1,0 1,0 -1,0
35 0,0 0,0 0,0 |
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Tabla 5.9 Cantidad de fenoles totales y actividad antioxidale las pruebas de superficie de

respuesta
Prueba Folin (mg AG/g materia DPPH (mM FRAP (mg F&'/g
seca) Trolox/g materia materia seca)

1 73,82 + 2,35 0,8342 £ 0,0476 99,06 + 7,74
2 81,40 + 4,48 0,7824 £ 0,0477 73,20 + 4,26
3 79,55 + 2,48 0,7770 £ 0,0444 61,85 + 2,66
4 90,36 £ 5,15 0,8439 £ 0,0567 60,92 £ 4,12
5 83,59 = 3,79 0,7372 £ 0,0635 68,87 £ 4,01
6 75,52 + 4,16 0,7559 £ 0,0304 74,39 + 3,40
7 82,77+ 2,70 0,6491 + 0,0368 70,11 + 4,54
8 79,96 + 2,52 0,5911 + 0,0319 107,95 + 6,93
9 68,32+ 1,21 0,5629 + 0,0407 84,28 + 5,02
10 82,26 = 3,24 0,6342 = 0,0433 74,57 £ 4,82
11 70,70 £ 6,48 0,5132 + 0,0326 71,44 £ 3,67
12 83,71 £ 2,05 0,6151 £ 0,0371 62,66 * 2,46
13 80,87 + 1,69 0,7254 £ 0,0426 96,21 + 5,39
14 71,02 + 2,22 0,6286 + 0,0221 86,20 + 3,82
15 78,01 + 6,87 0,6432 £ 0,0424 83,37 +2,91
16 82,64 £ 5,48 0,6534 = 0,0374 76,07 £ 4,05
17 87,01 +£1,32 0,6287 = 0,0295 89,80 £ 3,79
18 80,99 £ 4,47 0,5032 = 0,0387 80,96 £ 6,29
19 88,11 + 16,61 0,5821 + 0,0287 95,18 + 4,77
20 73,08 + 7,00 0,5749 + 0,0305 90,92 + 6,47
21 80,68 + 3,70 0,6267 £ 0,0415 94,75 + 5,98
22 84,49 + 3,83 0,6492 + 0,0444 95,21 + 3,40
23 84,88 £ 2,15 0,5586 = 0,0378 91,74 £ 7,99
24 87,44 £ 455 0,6846 = 0,0321 92,87 £5,18
25 93,08 + 3,04 0,6830 £+ 0,0424 83,76 + 4,02
26 80,78 + 2,20 0,6604 + 0,0434 80,63 +4,15
27 70,20+ 2,74 0,6112 + 0,0535 90,79+ 3,94
28 75,41 £ 1,22 0,6704 £ 0,0507 89,77 £ 4,93
29 79,31 + 3,68 0,6421 + 0,0512 90,04 £5,71
30 82,20+1,84 0,6802 = 0,0381 82,43 £5,44
31 70,03 + 2,55 0,6226 + 0,0315 102,20 + 4,77
32 67,82+ 1,78 0,5767 £ 0,0336 56,79 + 2,69
33 69,36 + 2,97 0,6584 + 0,0335 81,73 +4,03
34 81,90+ 2,64 0,6329 £+ 0,0229 85,08 = 3,14
35 61,37 £ 2,21 0,6283 = 0,0355 77,51 £ 4,29
36 75,83 £ 4,37 0,7349 £ 0,0527 86,48 £ 5,21
37 68,90 + 4,28 0,6842 + 0,0382 69,43 + 7,58
38 70,79 + 2,39 0,6051 + 0,0204 79,73+4,34
39 72,95 + 3,39 0,6028 £ 0,0371 81,70 + 4,88
40 69,18 £ 2,62 0,6304 = 0,0290 76,90 £ 5,35
41 73,43 £ 2,52 0,3954 + 0, 0275 69,78 £ 2,30
42 64,75 £ 3,79 0,5574 £ 0,0271 67,97 £ 3,08
43 71,74+ 4,13 0,6114 + 0,0310 65,64 + 3,13
44 79,96 + 1,72 0,7042 £ 0,0375 73,80 + 3,94
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45 80,10 + 2,56 0,6971 + 0,0294 88,11 +4,21
46 86,39 + 3,19 0,6808 + 0,0361 75,32 £6,75
47 88,73 + 2,67 0,7053 + 0,0397 88,13+ 2,51
48 74,19 + 3,07 0,6986 + 0,0453 76,10 = 5,60
49 81,54 +251 0,5769 + 0,0386 70,96 + 1,54
50 80,11 + 3,37 0,5240 + 0,0294 68,09 + 2,90
51 72,47 +1,79 0,5849 + 0,0299 65,83 + 2,21
52 89,03 + 2,77 0,6395 + 0,0367 76,90 + 3,12
53 86,67 + 2,54 0,6016 + 0,0282 77,89 + 3,44
54 80,56 + 2,33 0,5010 + 0,0245 76,23 + 2,02
55 80,12+ 1,39 0,5851 + 0,0336 82,67 + 3,86
56 90,04 + 2,43 0,5758 + 0,0340 85,88 + 2,60
57 73,98 + 2,84 0,4451 + 0,0211 72,20 £ 2,51
58 89,95 + 2,73 0,6132 + 0,0429 91,04 + 5,82
59 89,89 +1,79 0,6249 + 0,0086 80,68 + 3,04
60 91,63 + 2,66 0,6077 + 0,0376 75,32 £ 4,73
61 83,62 + 1,67 0,6217 + 0,0337 83,72 + 3,83
62 84,29 + 2,95 0,6145 + 0,0299 81,22 + 2,93
63 87,19 + 3,94 0,6463 + 0,0247 74,32 + 3,82
64 84,99 + 2,68 0,6050 + 0,0397 71,64 +4,34
65 83,19 + 2,04 0,5766 + 0,0188 78,71 + 3,30
66 83,77 £ 2,50 0,6194 + 0,0310 90,95 + 5,81
67 87,12 + 3,00 0,8640 + 0,0192 82,89 + 2,67
68 75,18 + 2,03 0,6395 + 0,0367 84,38 + 4,44
69 87,82 + 2,80 0,9075 + 0,0297 82,40 + 1,97

Se ajustaron los modelos de superficie de resp(iRStsl) para las tres variables
(actividad antioxidante DPPH, actividad antioxidgamRAP e indice de polifenoles
Folin-Ciocalteu).

El software estadistico MINITAB 16 se utilizé pasgustar un modelo de
segundo orden a las variables independientegaurtdo la siguiente ecuacion:

y=b, +Zk:bi B¢ +Zk:biixi2 +IZ<J:Zb|inXj te
i=1 i=1 ]

Donde:

y = variable dependiente a modelizar (variable uesfa: actividad antioxidante DPPH,
actividad antioxidante FRAP o polifenoles totaledir-Ciocalteu).

X y X =variables independientes (factores).
bo, b, b, bj = coeficientes de regresion.

e = error.
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En la siguiente tabla se expresan los resultadade8 de cada prueba para su
contenido en fenoles totales y actividad antioxiean

5.1.2 Analisis de regresion

El analisis de la varianza para los modelos obttenide las tres variables
respuesta (TPC, DPPH y FRAP) bajo diferentes coomis del tratamiento esta
presentada en la tabla 5.10.

Tabla 5.1Q Coeficientes de regresion? Rp-valores de las tres variables respuesta

Término
Coeficiente p-valor | Coeficiente| p-valor | Coeficiente, p-valor

Promedio 78,1181 0,9936 0,6282 0,00( 79,2657 0,9246
A:Temperatura 0,0084 0,4111 0,023266 0,077 -0,1548 0,0389
B:Tiempo -0,8595 0,8328 -0,015779 0,227 -3,4449 0,6020
C: Intensidad -0,2201 0,0681 0,025282 0,055 0,8547 0,4685
AA 1,7893 0,9410 0,020126 0,098 1,1024 0,1125
AB 0,8489 0,5080 -0,004440 0,712 0,5667 0,9599
AC 0,1099 0,3814 0,002796 0,816 -0,1127 0,7089
BB -0,1008 0,4532 0,023029 0,178 3,4317 0,6992
BC 0,9033 0,9094 0,010304 0,544 -0,1075 0,9408
CcC 1,0242 0,0003 0,038554 0,026 -0,8267 0,5408
R® 7,33 0,855 24,36 0,043 12,32 0,514

Analizando los resultados de la tabla, los valde$ indican que los modelos
de superficie respuesta obtenidos para los trembkes respuesta (TPC, DPPH y
FRAP) explican el bajo porcentaje de la variabdidie los datos. Sin embargo aunque
estos valores de?Rson bajos, se observa que en el ajuste enconpa@m@oel método
DPPH presenta una cierta significatividad.

A continuacion se exponen las graficas de lasrfo@s de respuesta obtenidas
para cada una de las variables respuesta. En nad#euas graficas cada variable viene
representada frente a dos de las condiciones dgintiento. Las unidades de las
condiciones de tratamiento en las graficas estdiicadas segun se explica en la tabla
5.7
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TPC

Grafica de superficie de TPC (Folin) vs. Temperatura; Tiempo
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Figura 5.6. TPC frente a temperatura y tiempo

Grafica de superficie de TPC (Folin) vs. Temperatura; Intensidad

o
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Figura 5.7. TPC frente a temperatura e intensidad
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Grafica de superficie de TPC (Folin) vs. Tiempo; Intensidad
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Figura 5.8. TPC frente a tiempo e intensidad

En general no observamos una clara tendencia ®ivdmres de TPC para
ninguna de las combinaciones de los factores. Quasel enfrentan tiempo con
intensidad (Figura 5.8), se obtiene que conformmaemta el tiempo a una intensidad
media (valor 0), la cantidad total de polifenolesmdnuye gradualmente. Sin embargo
al maximo de intensidad de ultrasonido conformeentmel tiempo se obtiene mayor
cantidad de polifenoles. Aunque no se observa rokange parece que los valores de
TPC tienden a aumentar con la intensidad y el teedgextraccion.

Al contrastar el tiempo con la temperatura (Figb) se obtiene que a una
temperatura media, 30 °C, conforme aumenta el tefapcantidad de polifenoles
disminuye, pero para las demas temperaturas emajenenayor temperatura y mayor
tiempo este dato va incrementando.
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DPPH

Grafica de superficie de DPPH vs. Temperatura; Tiempo
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Figura 5.9. DPPH frente a temperatura y tiempo

Grafica de superficie de DPPH vs. Temperatura; Intensidad

08 |
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Figura 5.10. DPPH frente a temperatura e intensidad
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Grafica de superficie de DPPH vs. Tiempo; Intensidad

08
DPPH (mMol Trolox/ g m.s.)
06 _

0
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Figura 5.11 DPPH frente a tiempo e intensidad

Las graficas de las superficies respuesta parmaésbdo DPPH son bastante
claras, ya que muestran una tendencia general alquenento de las condiciones del
tratamiento produce un aumento en la actividadogiotante. En las tres graficas el
punto de maxima actividad se encuentra cuandoatntiento se realiza a maxima
temperatura de extraccion. Sin embargo tanto ehpie de extraccion como en
intensidad de ultrasonido, los valores maximos &® e€h el punto medio, aunque a
valores maximos de intensidad también producendsuesultados.
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FRAP

Grafica de superficie de RRAP vs. Temperatura; Tiempo
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Figura 5.12 FRAP frente a temperatura y tiempo

Grafica de superficie de FRAP vs. Temperatura; Intensidad
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Figura 5.13 FRAP frente a temperatura e intensidad

85



5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Grafica de superficie de RRAP vs. Tiempo; Intensidad
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FRAP (mg Fe+2 / gm.s.)
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Figura 5.14. FRAP frene a tiempo e intensidad

Para el método de analisis FRAP, los datos quebsienen son bastante
inconcluyentes, ya que las graficas de superfespuesta de las pruebas no muestran
picos marcados. De las tres variables, la quenagpai vista influye en mayor medida es
la intensidad de ultrasonido (Figura 5.13 y 5.3#),que a valores maximos de este
parametro es cuando se obtienen los valores maxdmastividad antioxidante.

5.1.3 Optimizacion de las condiciones de extraccion

Una vez obtenidas los resultados del modelo derBaje de respuesta, se
procede a optimizar la respuesta final maximizdondaesultados de los tres parametros
a analizar, dando evidentemente mayor importanti@leandlisis estadistico en este
estudio a la actividad antioxidante mediante eloesh@tDPPH, puesto que en el estudio
de regresion realizado anteriormente fue el Gnieopresento significatividad.

Asi pues, el resultado obtenido nos indica quent&gores condiciones de
extraccién solido-liquida asistida por ultrasonidos las siguientes

86



5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Tabla 5.11 Solucién global de la optimizacion de respuesta

ARMIETRO oot T VALORES S
Temperatura de extraccion 1,68179 50 °C
Tiempo de extraccion 1,68179 50 minutos
Intensidad de ultrasonido 1,68179 100 %

Teniendo en cuenta las condiciones 6ptimas paextiaccion solido-liquida
asistida por ultrasonidos, las respuestas promaistic para cada una de las variables
serian las siguientes:

e TPC =89,2560 mg AG/g materia seca
* DPPH = 89,2560 mmol Trolox/g materia seca
« FRAP = 90,7915 mg E&g materia seca

Casazza, Aliakbarian et al. (2012), realizan wieaecion soélido-liquida asistida
por ultrasonidos (60 W) usando metanol como soéven25 °C durante 60 minutos, y
en el que obtiene valores maximos de 55,98 mg As&gomprueba que utilizando las
condiciones optimizadas antes pronosticadas, snai& una cantidad muy superior
(89,256 mg AG/g)a la obtenida en el estudio de ZzsaUna explicacién posible
podria ser que en el articulo la intensidad deasdinido es hasta cuatro veces menor
gue la usada en el nuestro, y al fin y al cabanefactor determinante en la extraccion.

Ghafoor, Hui et al. en 2009, hicieron un trabajee gplanteaba objetivos
similares al aqui descrito. En este trabajo seepdid optimizar las condiciones de
extraccién sdlido-liquida asistida por ultrasonidor medio de la metodologia de
superficie de respuesta para conseguir maximizabtancién de antocianos en pieles
de uva. Los parametros a optimizar fueron tempexagutiempo de extraccion, y la
concentracion de metanol. En este estudié se olsjugdos mejores rendimientos eran
a tiempo de extraccion = 25,58 minutos, y tempeaa= 50,65 °C. Estos resultados
concuerdan con los de este estudio ya que la tatopares practicamente la misma, y
el tiempo, aunque es menor, también es verdad et estudio de Ghafoor, Hui et al,
no hacian extracciones mas extensas de 25 mirebodo que en ambos estudios se
obtiene que tras realizar una superficie de respukss condiciones optimas eran las
maximas propuestas para cada trabajo. El hechoalelgiempo de extraccion optimo
en el estudio de Ghafoor sea inferior al nuestredpuser debido a la mayor
extractabilidad de los antocianos de las pieles heaho de la utilizacion de metanol
como solvente.
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6. CONCLUSIONES

1. Tras realizar la verificacion de los métodos ddisisade cantidad de polifenoles
totales y actividad antioxidante, se determina aqiendiendo a su repetitividad
y linealidad, nos permitiran obtener unos resukdtbles.

2. Analizando los resultados de la ANOVA realizadaapkr extraccion sélido-
liguida dependiendo del pretratamiento de secadalougen la muestra, se
obtiene que para observar diferencias significatigatre los pretratamientos
para el contenido en polifenoles es necesario zécama temperatura de 50°C.

3. Durante la extraccion sélido-liquido de las muessa observd que conforme
aumentaba la temperatura del tratamiento, se aabeentos valores de
polifenoles totales y actividad antioxidante. Fugable que hubo un aumento
considerable del rendimiento cuando se pasa de 30 ®C en la extraccion
sélido-liquida, tanto cuando las muestras se hab&ado con secado por
liofilizacidn o por estufa a vacio.

4. De forma general analizando la actividad antioxidase confirmd que los
mayores valores se obtenian conforme aumentalganigetatura de extraccion,
y que al comparar los métodos de secado previss|taba mejor actividad
antioxidante cuando las semillas de uva se seaabdrante liofilizacion.

5. Haciendo una comparacién global de la extraccidiiasdiquida teniendo en
cuenta la cantidad de fenoles totales y la activat@ioxidante, se concluy6 que
los mejores valores se obtenian tras secar la rauesh un proceso de
liofilizacidén y una posterior extraccion a una tergiura de 50 °C

6. En la optimizacion de las condiciones de extracsiélido-liquida asistida por
ultrasonidos, el parametro que mejor respondedaisi estadistico es el DPPH,
por lo que éste sera el parametro mas indicadgurgeara futuros estudios, ya
que es el que presenta un mejor ajuste al modelo.

7. La conclusion general que se obtiene de la optitidpade las condiciones de la
extraccién soélido-liquida asistida por ultrasonidoss que los mejores
rendimientos se produjeron cuando los valores de clandiciones fueron
maximas (50 °C, 50 minutos, 100 % intensidad wdtrao
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ANEJO 1

A continuacién vienen expuestas las graficas ddrabde temperatura de la
muestra en la extraccién sdlido-liquida asistida plrasonidos. Cada una de las
gréficas es un ejemplo de cada una de las diferémteperaturas
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Gréfica 8.1. Control de temperatura a 10 °C
Control a 18 °C
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Gréfica 8.2. Control de temperatura a 18 °C
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Control a 30 °C
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Gréfica 8.3. Control de temperatura a 30 °C
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Gréfica 8.4. Control de temperatura a 42 °C
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Gréfica 8.5. Control de temperatura a 50 °C
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