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RESUMEN

La presente investigacion consistio en determinar los compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante del aceite de semilla de uva (Vitis vinifera) variedad “Borgofia”, extraido por
prensado hidraulico sin y con tratamiento enzimatico. A partir de los aceites obtenidos se
realizo el analisis de compuestos fendlicos totales por el método Folin & Ciocalteu, donde
los aceites con tratamiento enzimatico obtuvieron los valores mas altos (148,47-279,19 mg
AGE/K(g de aceite) respecto al aceite que no obtuvo este tratamiento (127,53 mg AGE/Kg
de aceite); mientras que para la identificacion y cuantificacién de compuestos fenolicos,se
analizé el aceite por tratamiento enziméatico de mayor contenido en fenoles totales (279,19
mg AGE/Kg), siendo ademas, el que tuvo el mayor contenido e identificacion de estos
compuestos como: &cido cafeico (0,13 pg/g aceite), acido cinamico (0,17 pg/g aceite) y
hesperitina (0,03 pg/g aceite); frente al aceite sin dicho tratamiento que solo present6 al
acido cafeico (0,12 pg/g aceite) y &cido cinamico (0,11 pg/g aceite). En lo que respecta a
la determinacion de capacidad antioxidante, fueron los aceites obtenidos con enzimas , los
que lograron los valores mas altos entre: 1,71-1,81 mmoles TE/Kg por el método ABTS
(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) y 0,09-0,13 mmoles TE/Kg de
aceite por el método DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) frente a los aceites obtenidos
sin asistencia enzimatica con 1,59 y 0,05 mmoles TE/Kg de aceite, por los métodos ABTS
y DPPH, respectivamente. De estos resultados se evidencia la accion positiva del
tratamiento enzimatico, donde el aumento del rendimiento de extraccion del aceite por la
accion enzimatica esta relacionado al aumento de compuestos fenolicos antioxidantes,

dandole, por lo tanto, un valor agregado nutraceutico al producto final.

Palabras clave: Aceite de semilla de uva, tratamiento enziméatico, compuestos fendlicos,

capacidad antioxidante.



SUMMARY

The present research consisted in determining the phenolic compounds and antioxidant
capacity of grape seed oil (Vitis vinifera) variety "Borgofia”, extracted by hydraulic
pressing without and with enzymatic treatment. From the oils obtained, the analysis of total
phenolic compounds was performed by the Folin & Ciocalteu method, where oils with
enzymatic treatment obtained the highest values (148,47-279,19 mg AGE/Kg of oil)
Which did not obtain this treatment (127,53 mg AGE/Kg of oil); while for the
identification and quantification of phenolic compounds, the oil was analyzed by
enzymatic treatment with the highest content in total phenols (279,19 mg AGE/Kg), and it
was the one with the highest content and identification of these compounds as: Caffeic acid
(0,13 pg/g oil), cinnamic acid (0,17 pg/g oil) and hesperitin (0,03 pg/g oil);
against the oil without said treatment that only presents to the acid caffeic (0,12 pg/g oil)
and cinnamic acid (0,11 pg/g oil). As regards the antioxidant capacity, it was the oils
obtained with enzymes, which achieved the highest values between:1,71-1,81 mmol
TE/Kg by the ABTS (2,2-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) method and
0,09-0,13 mmol TE/Kg of oil by the DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method against
oils obtained without enzymatic assistance with 1,59 and 0,05 mmol TE/Kg of oil, by the
ABTS and DPPH methods, respectively. From these results the positive action of the
enzymatic treatment is evidenced, where the increase of the yield of the extraction of the
oil by the enzymatic action is related to the increase of phenolic antioxidant compounds,
giving, therefore, a nutraceutical added value to the final product.

Keywords: Grape seed oil, enzymatic treatment, phenolic compounds, antioxidant

capacity.



l. INTRODUCCION

La uva (Vitis Vinifera) es la materia prima principal en la industria vitivinicola, la cual en
el mercado peruano ha experimentado un aumento del 40 por ciento acumulado en los
ultimos afios (ICEX 2012), siendo las mayores zonas productoras Ica, La Libertad, Lima,
Tacna entre otros; y sus semillas, residuos de la industria vitivinicola, han alcanzado una
gran importancia debido a su utilizacién en suplementos vitaminicos y contenido en lipidos
de 13,0 y 18,4 por ciento de lipidos/semilla (Padley 2014), para la extraccion de aceites

vegetales.

El aceite de semilla de uva presenta propiedades nutracéuticas importantes, debido a su
alto porcentaje de acidos grasos polinsaturados, siendo los mas abundantes el acido oleico
y el &cido linoleico, con 22 por ciento y 67 por ciento respectivamente (Padley 1994) ; de
los cuales el 4cido oleico u omega 6 tiene la capacidad de elevar el colesterol “bueno”
HDL (High Density Lipo-protein) y bajar el colesterol “malo” LDL (Low Density
Lipoprotein), ademas de normalizar las lesiones causadas por la diabetes y la obesidad,
entre otros. Por otro lado la presencia de compuestos fenolicos antioxidantes, derivados de
los polimeros de catequina y epicatequina, denominados procianidinas (Guerra y Zufiga
2003) y otros presentes en las semillas de uva, hacen que este producto tenga valor
farmaceéutico (Bombardelli et al.1995) y sea un nuevo camino para que actuales y futuras

empresas aceiteras pongan atencion en este residuo vitivinicola para su uso potencial.

Los objetivos del presente estudio fueron:

e Determinar los compuestos fendlicos totales presentes en el aceite de semilla de uva
(Vitis vinifera) extraidos con tratamiento y sin tratamiento enzimatico.

¢ Identificar y cuantificar determinados compuestos fenolicos presentes en el aceite de
semilla de uva (Vitis vinifera) obtenidos con tratamiento y sin tratamiento
enzimatico.

e Determinar la capacidad antioxidante del aceite de semilla de uva (Vitis vinifera) con y

sin tratamiento enzimatico por los métodos DPPH hidrofilico y ABTS lipofilico.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. LAVID

La vid (Vitis vinifera) parra o parron es una planta perenne de un periodo vegetativo con
cosechas anuales, cuya reproduccion es por via sexual (semillas) o a-sexual (estacas,

acodos e injertos) segin Agrobanco (2008).

Esta planta incluye unas 600 especies de arbustos, por lo general trepadores y que
producen frutos en baya, propios de paises calidos y tropicales (AMPEX 2008). Esta es
una planta naturalmente frondosa, de mucho follaje, mucha madera y de frutos pequefios;
donde el exceso de alimento en el suelo puede hacerla vegetar de acuerdo con su tendencia
natural y dar malos frutos, aunque fuera frondosa, por lo cual es conveniente que los

suelos sean de fertilidad media o escasa, aunque, naturalmente no aridos (Larrea 1978).
2.1.1 TAXONOMIA
Segun CEDEP (2007), la vid dentro del reino vegetal esta clasificada en la siguiente forma:

e Tipo : Fanerogamas
e Subtipo : Angiosperma
e Clase : Dicotileddneas
eGrupo : Dialipétalas
eOrden :Ramnales
eFamilia : Vitacea

e Género : Vitis

Mientras que la variedad de vid, Borgofia negra, segun Hidalgo (1993), la botanica
sistematica la situa en la mas importante agrupacion del reino vegetal, perteneciendo esta a

la especie Labrusca.



2.12. LAUVA

La uva o grano de uva es el nombre que recibe su fruto, el cual crece formando racimos
(AMPEX 2008) es comestible y usada como materia prima para la fabricacion de vino y
otras bebidas alcohdlicas (CEDEP 2007). El racimo estad compuesto de 0 a 5 por ciento de
semillas, 5 a 12 por ciento de hollejo y 80 a 90 por ciento de jugo y 19,8 por ciento de
residuos de uvas. Este residuo consiste en un 15,1 por ciento de tallo 41,6 por ciento de
hollejo, 22 por ciento de semillas y 21 por ciento de pulpa. Siendo su composicion media:
humedad del 7 al 9 por ciento; grasa del 14 al 20 por ciento; pentosas del 12 por ciento,
tanino del 4 al 4,5 por ciento , celulosa bruta del 30 al 33 por ciento , sustancia nitrogenada

del 9 al 10 por ciento y cenizas del 2,5 al 4 por ciento (Bernardini 1981).

Las semillas de uva constituyen un residuo de la industria vinicola que ha alcanzado una
gran importancia por su utilizaciébn como materia prima en la elaboracion de suplementos
nutricionales por sus componentes con actividades antioxidantes, entre los que destacan la
vitamina E, carotenoides, polifenoles etc., ademas de presentar propiedades
anticarcinogénicas, antimutagénicas y antivirales (Ashraf-Khorassani 2004). Matthdus
(2008) sefiala que los polifenoles presentes en las semillas de uva exhiben propiedades
antioxidantes al ser capaces de inactivar los radicales libres responsables de las

enfermedades asociadas al estrés oxidativo.

2.2. ACEITE DE SEMILLA DE UVA

El aceite de la semilla tiene numerosos beneficios para la salud asociados con su
composicion, principalmente en lo que se refiere a la vitamina E y 4&cidos grasos
esenciales, en particular el &cido linoleico. Este acido graso se conoce en la literatura como
un protector de las enfermedades cardiovasculares (Wijendran y Hayes 2004), mientras
que la vitamina E tiene propiedades neuroprotectoras y antitumorales, ademas de ser capaz
de reducir los niveles de colesterol y tener actividad antioxidante (Choi y Lee 2009). El
aceite de semilla de uva se compone aproximadamente de un 90 por ciento de acidos
grasos poli y mono insaturados, que son responsables de su valor nutritivo como aceite
comestible, sobre todo el &cido linoleico (58-78 por ciento, 18:2 n-6), seguido por el acido
oleico (3-15 por ciento, 18:01 n-9) y cantidades menores de acidos grasos saturados (10
por ciento). Los aceites sin refinar contienen compuestos bioactivos incluyendo tocoferoles
(5-52 mg/100 g) y numerosos componentes fendlicos, que pueden contribuir a los efectos
beneficiosos de este aceite vegetal (Bockisch 1993; Firestone 1999; Morin 1996). Ademas

un alto punto de humo inusual (aproximadamente 190-230 °C) ha sido reportado sobre el
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aceite de semilla de uva, por lo que es adecuado para la coccion a altas temperaturas
(Morin 1996). En el Cuadro 1 se presenta la composicion de &cidos grasos para el aceite
de semilla de uva, donde el &cido oleico a diferencia de lo mencionado anteriormente
posee porcentajes mayores en su composicion, mientras que en los Cuadros 2, 3y 4 se
muestran los 4&cidos fendlicos y flavonoides, capacidad antioxidante y tocoferoles,
tocotrienoles y pigmentos presentes en dicho aceite.

Cuadro 1: Composicion de acidos grasos del aceite de semilla de uva

ACIDOS GRASOS MINIMO MAXIMO
Acido miristico C14:0 ND 0,3
Acido palmitico C16:0 5,5 11,0
Acido palmitoleico C16:1 ND 1,2
Acido margarico 17:0 ND 0,2
gzggaroleicoCN:l ND 01
Acido esteérico C18:0 3,0 6,5
Acido oleico C18:1 12 28
Acido linoleico C18:2 58 78
Acido linolénico C18:3 ND 1,0
Acido araquidico C20:0 ND 1,0
Acido gadoléico C20:1 ND 0,3
Acido behénico C22:0 ND 0,5
Acido ertcico C22:1 ND 0,3
Acido lignocérico C24:0 ND 0,4

ND=No detectable, definido como 0,05 por ciento.
FUENTE: Tomado de Codex Stan 210, 2005.



Cuadro 2: Acidos fendlicos y flavonoides presentes en el aceite virgen de

semilla de uva

ACEITE NOMBRE DEL

VIRGEN COMPUESTO CONCENTRACION*

Tirosol 391,0+0,6

Cafeico 556,1+0,8

Uva Vainillina 223,9+1,1

Ac. Cinamico 94,2+0,5
Luteolina 1135,4+1,0
Hesperetina 1506,7+1,3

*Acidos fendlicos expresados como equivalentes de tirosol (ug kg

flavonoides en funcidn a las curvas de calibracion de cada compuesto (ug kg™t).
FUENTE: Tomado de Navas 2010.

Cuadro 3: Capacidad Antioxidante del aceite de semilla de diez variedades de uva

VARIEDAD ABTS pPPH
(umol trolox/mL aceite) (%)
Tinto cdo 0,477+0,001 65,39+0,14
Aragonés 0,489+0,000 59,41+0,54
Touriga Francesa 0,486+0,001 50,74+0,52
Marufo 0,482+0,000 67,83+0,15
Touriga Nacional 0,391+0,001 56,20+0,52
Tinta Carvalha 0,480+0,000 51,49+0,09
Cornifesto 0,489+0,000 69,89+0,74
Trincadeira preta 0,489+0,000 38,68+0,09
Periquita 0,483+0,000 50,65+0,17
Tinta barroca 0,334+0,000 53,38+0,09

FUENTE: Tomado de Fernandez et al. 2013.




Cuadro 4: Tocoferoles, tocotrienoles y pigmentos presentes en el aceite virgen de

semillas de uva (mg/kg).

SYRAH-
COMPUESTO SYRAH TINTOREA TEMPRANILLO-

MERLOT
a tocoferol 47,3 +£0,3? 50,1 +0,3° 55,8 £0,2°
o tocotrienol 2157 + 1,32 230,8 +1,0° 2785+ 1,1°
p tocoferol 48,4 +0,5° 40,5 + 0,4 38,2 +£0,3?
y tocotrienol 16,8 + 0,52 215+0,5° 29,2 +0,5°
v ticotrienol 4825+ 212 498,3 +1,9° 556,1 * 2,4
o tocoferol Nd Nd 25+0,1
6 tocotrienol 16,8 £ 0,92 12,6 £ 0,62 149+ 0,52
Total 827,72 853,8? 997,7°
Pigmentos
Carotenoides 267 +03° 26,5 + 0,28 265 + 0,3°
totales
Clorofilas 91,1 +1,5° 90,8 + 1,2° 90,6 + 0,8°

Promedios con la misma letra en cada fila no difieren significativamente (p < 0,05).
ND:No detectable (< 0,1 %)
FUENTE: Tomado de Navas 2010.

2.3 COMPUESTOS FENOLICOS

El término compuestos fenolicos engloba a todas aquellas sustancias que poseen varias
funciones fenol, nombre popular del hidroxibenceno, unido a estructuras aromaticas o
alifaticas. Unicamente, algunos compuestos fenélicos de la familia de los acidos fenoles no
son polifenoles, sino monofenoles (Sanchez 2010). Los compuestos fendlicos son
metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se localizan en todas
las partes de las plantas y su concentracion es variable a lo largo del ciclo vegetativo. Estos
compuestos participan de diversas funciones, tales como la asimilacion de nutrientes, la

sintesis proteica, la actividad enzimatica, la fotosintesis, la formacion de componentes



estructurales, la alelopatia y de defensa ante los factores adversos del ambiente (Paladino
2008).

Segun Paladino (2008) el término compuestos fenolicos comprende aproximadamente
ocho mil compuestos que aparecen en la naturaleza. Todos ellos poseen una estructura
comun: un anillo fenol, un anillo aromatico que lleva al menos un sustituyente hidroxilo

(ver Figura 1).

Los fenoles son en muchas formas similares a los alcoholes de estructuras alifaticas donde
el grupo hidroxilo esta adherido a la cadena de carbonos. Sin embargo, el grupo hidroxilo
fendlico esta influenciado por la presencia del anillo aromético. Debido al anillo aromético,
el hidrégeno del hidroxilo fendlico es 1abil, lo que hace que los fenoles sean acidos débiles.
Los compuestos fendlicos se encuentran usualmente bajo la forma de ésteres o glicosidos
en lugar de presentarse como compuestos libres, lo cual es una caracteristica importante a
tomar en cuenta al momento de realizar la extraccion de dichos compuestos (Grotewold
2005).

CH; CH,0H O
OH
HO 0
Tirosol
OH Apigenina
OH 0
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COOH
OCHs Acido siringico
CHs0 Lignano CH;0 OCH;
OH
HO

Figura 1: Ejemplos de estructuras de compuestos fenélicos
FUENTE: Tomado de Gimeno, C.E. 2004.



Segin Mufioz et al. (2007) los compuestos fendlicos son metabolitos esenciales para el
crecimiento y reproduccion de las plantas y actian como agentes protectores frente a
patdgenos, siendo secretados como mecanismo de defensa a condiciones de estrés, tales
como infecciones, radiaciones ultra violeta (UV), entre otros. Esta sintesis se da a partir de
fenilalanina por la via del shikimato. Juegan un rol vital en las plantas y regulan el
metabolismo y sintesis de la lignina, por lo que las plantas presentan un gran numero de
componentes fenolicos (flavonoles, chalconas, flavonas, flavononas, isoflavonas, taninos,
estilbenos, curcuminoides, acidos fendlicos, coumarinas, lignanos,etc). Los compuestos
fendlicos poseen una estructura ideal para eliminar radicales libres, estudios in vitro han
demostrado que los fenoles son antioxidantes mas efectivos que tocoferol y el &cido

ascorbico (Blokhina, citado por Curotto 2006).

Funcionan como antioxidantes a bajas concentraciones, sin embargo cuando estan en altas
concentraciones pueden funcionar como pro-xidantes, ya que ellos mismos son
susceptibles a la oxidacion singulete, la quelacion de metales, o actian como sustratos para

el ataque del anion superdxido (Robards, citado por Curotto 2006).

Los compuestos fendlicos estan asociados al color, las caracteristicas sensoriales (sabor,
astringencia, dureza), las caracteristicas nutritivas y las propiedades antioxidantes de los
alimentos de origen vegetal. Sus caracteristicas antioxidantes se deben a la reactividad del

grupo fenol (Kahkonen et al., citado por Sanchez 2010).

Existe una gran variedad de fenoles acidos distribuidos en productos de origen vegetal con
efectos beneficiosos a la salud. Ellos pueden reducir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares y desarrollo de tumores y cancer (Arts & Hollman 2005). Los fenoles
acidos como los acidos: cumarico, cafeico y feralico, inhiben la actividad de agentes
mutagenos, estimulan la actividad de la enzima fenolsulfotransferas implicada en la
destoxificacion de compuestos metabdlicos y poseen actividad bactericida (Milner;

Krizkova et al.; Puupponen-Pimid et al. 2001).

Existen muchas familias de polifenoles presentes en los aceites virgenes, dentro de los mas
citados se encuentran los acidos fendlicos como el acido cafeico, acido clorogénico, acido
ferulico, acido cumarico y acido galico (Slavin et al. 2009; Haiyan et al. 2007; Kanu et al.
2007, Milner 2004), catequinas y procianidinas o hidroxitirosol y sus derivados presentes
en el aceite de oliva virgen. En cuanto a los fenolicos complejos, las cantidades mas

importantes corresponden a las formas dialdehidicas del &cido endlico unido al



hidroxitirosol o al tirosol (3,4 DHPEA_EDA y p-HPEA_EDA), oleuropeina, ligstrésido, el
pinorresinol y el acetoxipinorresinol, presente en los aceites de oliva (Owen et al. 2000).

Los biofenoles presentes en los aceite virgenes son los co-responsables de la reduccion de
riesgo de enfermedades cardiovasculares, asociado a la composicion y efecto antioxidante
del perfil lipidico, lo que constituye una fuente de proteccion contra el dafio oxidativo. El
dafo por el estrés oxidativo es el desequilibrio entre los compuestos oxidantes y
antioxidantes en el organismo. Los compuestos oxidantes, llamados “radicales libres” se
compensan con los antioxidantes, y por eso tienen un papel fundamental aquellos que nos
proporciona la dieta. Los polifenoles son sustancias de origen vegetal que estan presentes
en el aceite virgen de oliva y otras fuentes de semillas. Su estructura quimica les confiere
extraordinarias caracteristicas antioxidantes atrapando a los radicales libres. Estos radicales
libres son sustancias que tienen un electrén no apareado que busca el equilibrio atrapando
el electron que le falta de otras sustancias y asi oxidandolas. Si hay mas compuestos
oxidantes que antioxidantes (estrés oxidativo) estos contribuyen al desarrollo de
enfermedades como el cancer, la arteriosclerosis, envejecimiento y proceso
neurodegenerativos como la enfermedad del alzheimer (Valente et al. 2009). La oxidacion
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) o Ilamado popularmente colesterol malo, es
por ejemplo un primer paso en el desarrollo de arterosclerosis y enfermedades coronarias
(Codoceo y Mufioz 1999).

Segun Navas (2010) existen dos rutas basicas implicadas en la biosintesis de compuestos
fenolicos: la ruta del acido siquimico y la ruta del acido maldnico. La ruta del acido
maldnico es una fuente importante de fenoles en hongos y bacterias, pero es poco
empleada en plantas superiores. La ruta del acido siquimico es responsable de la biosintesis
de la mayoria de los compuestos fenolicos de plantas. A partir de eritrosa-4-P y de acido
fosfoenolpiravico se inicia una secuencia de reacciones que conduce a la sintesis de acido
siquimico y derivados de éste, aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina).
La mayoria de los compuestos fendlicos derivan de la fenilalanina. Esta ruta esta presente
en plantas, hongos y bacterias, pero no en animales. La fenilalanina y el triptéfano se
encuentran entre los aminoacidos esenciales para los animales que se incorporan en la
dieta. La tirosina no es esencial en el sentido de que los animales pueden sintetizarla por

hidroxilacién de fenilalanina.



La enzima fenilalanina amonio lipasa (PAL) cataliza la formacion de &cido cindmico por
eliminacion de una molécula de amonio de la fenilalanina. Esta enzima esta situada en un
punto de ramificacion entre el metabolismo primario y secundario por lo que la reaccion
que cataliza es una importante etapa reguladora en la formacion de muchos compuestos
fendlicos. Las reacciones posteriores a la catalizada por PAL son basicamente adiciones de
mas grupos hidroxilo y otros sustituyentes. Los &cidos transcindmico y p-cumarico se
metabolizan para formar acido ferdlico y acido caféico (ver Figura 2) cuya principal
funcién es ser precursores de otros derivados mas complejos: cumarinas, lignina, taninos,

flavonoides e isoflavonoides (Navas 2010).

HO

A S X OH

HEY HO

Acido Felrico Acido Caféico

Figura 2: Estructura quimica de los acidos ferulico y caféico.
FUENTE: Tomado de Navas 2010.

Los &cidos cinamico y cumarico, asi como sus derivados, son compuestos fendlicos
simples Ilamados fenilpropanoides por contener un anillo de benceno (Cs) y una cadena
lateral de tres carbonos (Cz). Las cumarinas son una amplia familia de lactonas, mas de
1500 identificadas en mas de 800 especies de plantas, que actGan como agentes

antimicrobianos y como inhibidores de germinacién (Navas 2010).

Entre los compuestos fenolicos también se encuentran los derivados del acido benzoico
que tienen un esqueleto formado por fenilpropanoides que han perdido un fragmento de
dos carbonos de la cadena lateral. Ejemplos de estos derivados son la vainillina y el acido
salicilico que actia como regulador del crecimiento vegetal implicado en la resistencia de

la planta frente a patdgenos (Navas 2010).
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2.3.1 CLASIFICACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

La naturaleza de los compuestos fendlicos varia desde moléculas simples como los &cidos
fenolicos hasta los compuestos altamente polimerizados (Martines-Valderde et al. citado
por Sanchez 2010). Asi los compuestos fendlicos comprenden desde moléculas simples
como los acidos benzoicos hasta polimeros complejos como los taninos condensados. Cada
una de las familias agrupa un nimero de compuestos fendlicos m&s o menos variado,
siendo la familia de los flavonoides, con cerca de 4000 estructuras diferentes una de las

mas estudiadas (Sanchez y Paniagua 2008).

Los compuestos fendlicos pueden ser clasificados de diferentes formas. Harbone y
Simmonds (1964) citados por Grotewold (2005) los clasificaron segin el nimero de

carbono en sus moléculas (ver Cuadro 5).

Como consecuencia de la gran variedad de compuestos fenolicos presentes en la
naturaleza, las propiedades y aplicaciones de los fenoles varian, existiendo algunos con
efectos tdxicos sobres los organismos vivos y otros con efectos beneficiosos para la salud

(Sanchez 2008). A continuacion se realizara un estudio méas detallado de cada grupo.

a. Fenoles simples: Segun Sanchez y Paniagua (2008) este grupo de compuestos se
caracteriza por poseer en su estructura quimica un anillo aromético y grupos
hidroxilicos (Ce) (ver Figura 3). A pesar de su simplicidad estructural, los analitos
resultantes se han citado en muchas ocasiones en estudios centrados en la taxonomia de
plantas, reflejando estrechamente el grado y la naturaleza de las estructuras presentes

con propiedades dadas de la planta (Pifieiro 2005).
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Cuadro 5: Clasificacion de los compuestos fenolicos

ESTRUCTURA CLASE
Ce Fendlicos simples
Ce-C1 Acidos fendlicos y compuestos relacionados
Ce-Cz Acetofenonas y acidos fenilacéticos
Ce-Cs Acido cinamico, cinamil aldehido, alcoholes cinamilicos
Ce-Cs Cumarinas, isocumarinas y cromonas
Cis Chalconas, auronas, dihidrochalconas
Cis Flavanos
Cis Flavonas
Cis Flavononas
Cis Flavonoles
Cis Antocianidinas
Cis Antocianinas
Cso Biflavonilas
Ce-C1-Cs, Cs-C2-Cs Benzofenonas, xantonas, estilbenos
C6,C10,C14 Quinonas
Cis Betacianinas
Lignanos,neolignanos Dimeros o oligbmeros
Lignina Polimeros
Taninos Oligémeros o polimeros
Flobafenos Polimeros

FUENTE: Tomado de Grotewold 2005.




b. Los acidos fenolicos: Este grupo comprende en general a fendlicos que poseen un
grupo carbonilo funcional. Los acidos fendlicos son subdivididos en derivados de los
acidos hidroxinamicos e hidroxibenzoicos (ver las Figuras 4 y 5, respectivamente),
sobre la base de sus esqueletos carbonados Cs-Cs y C1-Cs, respectivamente (Cheynier
2005). Los é&cidos hidroxicindmicos presentan hidroxilaciones y metilaciones en su
estructura, estos compuestos poseen un anillo fenil (de seis carbonos) y una cadena
lateral de tres carbonos y son colectivamente Ilamadas fenilpropanoides (Shahidi y
Nackz 2004). Entre ellos hay cuatro estructuras basicas que existen en su estado natural
libre y se corresponden con los acidos cumarico, cafeico, feralico y sinapico. Al igual
que otros compuestos polifendlicos, la mayoria de estas estructuras se encuentran en el
reino vegetal quimicamente asociados a otros tipos de compuestos. Un ejemplo claro de
importancia universal lo constituye la esterificacion del acido caféico con el acido
quinico para formar una estructura ampliamente distribuida en comestibles, el &cido
clorogénico .Existen isémeros cis y trans de estos &cidos, aunque en la naturaleza la mas

frecuente es la trans (Pifierio 2005).

Los acidos hidroxibenzoicos son caracterizados por la presencia de un grupo carboxyl
sustituido en un fenol. A menudo se encuentra enlazado a otras estructuras de los
alimentos y forman parte de componentes de estructuras complejas como las ligninas y
los taninos hidrolizables. Ejemplo de este grupo incluyen a los acidos p-

hidroxibenzoico, galico, protocatéquico, vanilico entre otros (Grotewold 2005).

c. Estilbenos: Familia de compuestos constituida por dos ciclos benceno (ver Figura
6), generalmente enlazados por una cadena etano o etileno (Ce-C2-Ce). Entre los
isdbmeros trans de estos compuestos, destaca el resveratrol, o 3,5; 4-trihidroxiestilbeno,
por sus propiedades beneficiosas para la salud, y que parece generarse en la uva como
respuesta a una infeccion fungica a situaciones de estrés (Pifierio 2005). Este compuesto
se localiza en los hollejos y se extrae fundamentalmente durante la fermentacion de
vinos tintos, aunque también se encuentra, en niveles mas bajos, en vinos blancos. Sus
concentraciones son del orden de 1-3 mg/l, aunque varian segun las variedades, siendo
al parecer la Pinot Noir especialmente rica en este fenol (Pifierio 2005). Ademas del
resveratrol, se han identificado distintos oligomeros de estilbenos en vifias (Palma y
Taylor 1999); mientras que Van Babel et al. (1999) y Burns et al. (2000) detectaron la

presencia de un glucdésido del resveratrol denominado piceido.
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Fenoles simples; Cg R Ra s Rs Rg
H H H H H Fenol
OH H Cl H H H 3-clorofenol
Rs R; H H Cl H H 4-clorofenol
H CHs H H H m-cresol
H H CHs H H p-cresol
Rs R
cl H cl H H 2,4-diclorofenaol
Ry .
NH3 H H H H 2-nitrofenol
H H NH3 H H 4-nitrofenaol
Figura 3: Estructura quimica de fenoles simples
FUENTE: Tomado de Sanchez y Paniagua 2008.
COOH
7 R,=R>=H ac. pCcumarico
R;=0H. R>= H ac. cafeico
R;=0CH3;, R>=H ac. fenilico
R;=R;=0CH;3 ac. sinapico
Ry R2
OH

Figura 4: Estructura quimica de los acidos hidroxicinamicos

FUENTE: Tomado de Pifierio 2005.

Ri=R=Rsy=H. R3=0OH ac. phidroxibenzoico

R;=0H, R>=R3;=R4=H ac. salicilico

Ri=Rs&~H, »,=0OCHj;, R3=0H ac. vamillinico

R1=Rs~=H. R;=R3;=0H ac. protocatéquico
R,=H. R,=R;=R,=0OH ac. galico

Figura 5: Estructura quimica de los acidos hidroxibenzoicos

FUENTE: Tomado de Pifierio 2005.
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Figura 6: Estructura de los estilbenos
FUENTE: Tomado de Pifierio 2005.

d. Flavonoides: Estos compuestos estan presentes mayormente en el té verde, semilla
de uva, sustancias lefiosas como la madera entre otras y tienen un rol importante en la
formacion de taninos condensados, ya que estos Gltimos son formados por la asociacién

de unidades monomericas de flavonoides (Grotewold 2005).

La estructura general de los flavonoides comprende un anillo A, un anillo B y tres
atomos que unen los 2 anillos (Ce-C3-Cs). La estructura puede conformar un heterociclo
(pirona) que son los mas abundantes (flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles,
antocianinas) o una cadena abierta (chalconas) (ver Figura 7). Poseen varios grupos
hidroxilo unidos a su estructura de anillo y se encuentran normalmente como glicésidos,
siendo la glucosa el residuo de glicosilacion mas frecuente. Los taninos condensados o
proantocianidinas se forman por condensacién de flavanoles (Sanchez y Paniagua
2008).

e Flavonoles: Este tipo de estructuras flavonoideas (ver Figura 8) estd ampliamente
distribuido en el reino vegetal, formando parte integral de nuestra dieta diaria. Por
este motivo, y porque recientemente se han descrito propiedades beneficiosas para
la salud, son numerosos los estudios llevados a cabo sobre su presencia en frutos
(Popp et al. 1996 y Inakuma et al. 1998). Segun Pifierio (2005) las estructuras

glicosiladas de quercetina y kempferol son las méas abundantes en el reino vegetal.
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La quercetina-3-rutinésido y el kempferol-3-rutindsido constituyen las estructuras
mas representativas de este tipo de compuestos (ver Figura 8).

Flavanoles (flavan-3-oles): Constituyen uno de las familias flavonoideas mas
comunmente distribuidas en la naturaleza (Keinanen et al. 1996; Hubert et al.
2000). Dentro de su marco estructural es conveniente distinguir entre las unidades
monomeéricas correspondientes a las estructuras (+) catequina y (-) epicatequina y
estructuras oligoméricas de las mismas, conocidas como procianidinas (Pifierio
2005). Las estructuras mas relevantes corresponden a las denominadas B, B2, Bz y
B4 procianidinas (ver Figura 9) constituidas por asociaciones diméricas de (+)
catequina y (-) epicatequina. La estructura polimérica previamente mencionada
también constituye la base de los taninos denominados condensados (Pifierio
2005).

Flavonas e isoflavonoides: Constituyen el grupo polifendlico menos representativo
en alimentos. Las agliconas mas ampliamente distribuidas son la apigenina y la
luteolina (ver Figura 10). Como los flavonoides, las flavonas pueden aparecer como
estructuras glicosiladas. Con respecto a los isoflavonoides, es necesario indicar que
consituyen un grupo polifendlico minoritario en alimentos en términos similares a
las flavanonas y flavonas (Pifierio 2005). Los isoflavonoides son caracteristicos de
las plantas leguminosas y se encuentran ampliamente distribuidos en alimentos
derivados (Field et al. 1998; Miulle et al. 2001). Como la inmensa mayoria de este
tipo de compuestos polifenolicos, estas estructuras isoflavonoideas también
aparecen glicosiladas, habiéndose descrito, asimismo, su presencia en forma de

acetil y malonilderivados (Pifierio 2005).

Taninos: En general, el término tanino se refiere a una fraccion de compuestos
polifenolicos especialmente astringentes, cuya caracteristica fundamental es su alto
peso molecular. Estas estructuras poseen una alta capacidad de asociacidn con otros
polimeros bioldgicos esenciales como las proteinas y los hidratos de carbono (ver
Figura 11) (Pifierio 2005).

En el reino vegetal los taninos se encuentran usualmente en dos amplias
modalidades metabdlicas: los taninos hidrolizables y los taninos condensados. Los

taninos hidrolizables son estructuras mas simples constituidas por unidades de
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acido galico libre o esterificado, también conocidos como galotaninos (Pifierio
2005).

Los taninos condensados, comunmente denominados proantocianidinas son
polimeros naturales compuestos de unidades de flavan-3-oles o 3-flavonoles (de
tres a una cadena). Dentro de las proantocianidinas mas comunes se tienen a las que
reciben el nombre de proantocianidinas que derivan de los mondmeros de (+)
catequina y (-) epicatequina y que en hidrdlisis acida generan moléculas de
cianidinas y a las prodelfinidinas aquéllas derivadas de la galocatequina y
epigalocatequina, que al hidrolizarse producen delfinidinas en medio &cido
(Romero 2008).

Flavonol Flavona Flavanona
O
O
Flavanol Isoflavona Antocianid ina
O ‘ O
a0
O ‘ O _
OH OH

Figura 7: Estructuras mayoritarias de flavonoides
FUENTE: Tomado de Pifierio 2005.

R;=R;=H Kempferol

R;=0H, R;=H Quercetina
R=R;=0H Miricetina
R|=0OCHz:., R»>=H Isorhamnetina

Figura 8: Estructura general de los flavonoles
FUENTE: Tomado de Pifierio 2005.
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Figura 9: Estructura de la procianidina By
FUENTE: Tomado de Pifierio 2005.

R;=H . R,=H. R;=0H Apigenina

R;=0H . R>=H. R3= OH Lutecolina

Ri1=H Daidzeina

Rj=0H Genisteina

OH

Figura 10: Estructura general de las flavonas
FUENTE: Tomado de Pifierio 2005.
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Figura 11: Ejemplo de estructura representativa de taninos hidrolizables
FUENTE: Tomado de Pifierio 2005.



2.3.2. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL CONTENIDO DE COMPUESTOS
FENOLICOS

Los polifenoles presentan una gran importancia por su accion de prevencion contra las
enfermedades, por lo cual definir sobre aquellos factores que influyen en su distribucién y

contenido en los productos vegetales y alimentos derivados de ellos, es esencial.

Entre uno de estos factores estan los intrinsecos, es decir propios al vegetal, que lleva a que
su composicion no solo sea diferente entre distintos géneros o especies, sino incluso entre
variedades de un mismo producto. Un ejemplo de ello lo podemos encontrar dentro del
grupo de las hortalizas, especificamente el de la lechuga, en cuyas variedades Romana e
Iceberg existe un pobre contenido en sustancias fendlicas antioxidantes (flavonoles y
derivados de &cido cafeico), al contrario de lo que ocurre en variedades como hoja de roble
y, sobre todo, del Lollo Rosto (Témas-Barberan 2003). En el grupo de las frutas podemos
mencionar a las manzanas, cuyo contenido en sustancias fendlicas (antocianinas,
flavonoles y procianidinas) varia considerablemente dependiendo de la variedad. Esta
diferencia puede incrementarse aun mas en funcion de los contenidos y actividad de la
enzimas oxidativas presentes en distintas variedades que pueden actuar sobre las sustancias
fenolicas y en muchos casos ser responsables de la pérdida de calidad organoléptica y

nutricional de alimentos y derivados (Tomas-Barberan 2003).

A la hora de introducir cambios que afectan a la composicidon quimica del vegetal hay, sin
embargo, que tener en cuenta que un aumento excesivo en el contenido de alguna de estas
sustancias no siempre es deseable, ya que al tratarse de sustancias biactivas, podria llevar a
producir efectos toxicos. De sobra son conocidos los diferentes efectos tdxicos de
determinadas sustancias fitoquimicas, como los que puede plantear el consumo excesivo de
flavonoides como quercitina, que presenta actividad mutagénica, prooxidante al generar
radicales libres, e inhibidora de enzimas claves del metabolismo hormonal (Tomaés-
Barberan 2003). También la composicion en polifenoles va a estar influida por factores
extrinsecos al vegetal, ligados a las circunstancias de su cultivo (factores agroambientales)
y a las condiciones de conservacion tras la recoleccion. Asi se ha demostrado, que la
presencia o0 ausencia de determinados nutrientes en el suelo y el exceso o déficit de riego
pueden afectar a la composicion fitoquimica de las frutas y hortalizas, tanto
cualitativamente como cuantitativamente. Se sabe que el calcio, el boro y el contenido en

sustancias fenolicas antioxidantes puede influir sobre su degradacion por enzimas
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oxidativas (polifenoloxidasas) durante su posterior manipulacion, conservacion o

procesado (Tomas-Barberan 2003).

El grado de madurez de las diferentes frutas y hortalizas es otro factor que también influye
de forma relevante sobre la composicion de los fitoquimicos, sin que exista un patrén de
comportamiento general para todos los productos .Igualmente, el grado de iluminacion e
irradiacion de las plantas y la temperatura de cultivo ejercen también una influencia
importante sobre el contenido en estas sustancias. Por ejemplo, se ha visto que la
concentracion de antocianinas en las manzanas, granadas y la mayoria de las frutas
pigmentadas con estas sustancias fendlicas es notablemente superior en aquellos frutos que
han crecido en zonas con temperaturas nocturnas mas bajas, igualmente una mayor tasa de
insolacion favorece la acumulacion de antocianinas en el producto. El grado de irradiacion
con luz ultra violeta (UV) puede también afectar el contenido de resveratrol en las uvas y
de cumarinas en los frutos citricos (Témas-Barberan 2003).

Ademas de estos factores de tipo agrondémico, se pueden producir cambios considerables
en estos constituyentes durante la conservacion tras la recoleccion. La conservacion se
lleva a cabo generalmente a bajas temperaturas, a las cuales suelen inducirse las enzimas
responsables de la biosintesis de algunas sustancias fitoquimicas, sobre todo las de
naturaleza fendlica. Por esta razén, durante la conservacion de determinadas frutas y
hortalizas, se puede producir en algunos casos un aumento en los cambios de determinados
constituyentes de interés para la salud. A veces, la conservacién se lleva a cabo en
condiciones especificas para disminuir la respiracion y consecuentemente la actividad
fisioldgica del vegetal, lo que permite retrasar su maduracion y su deterioro (Tomas-
Barberan 2003).

Finalmente, los compuestos fenolicos a menudo se encuentran coloreados debido a su
facilidad de oxidarse, lo cual depende de su grado de exposicion a la luz, al aire y a la
presencia de impurezas metalicas, siendo esta compleja y determinada por su propia
estructura. La mayoria de ellos dan lugar a derivados del tipo difenilo o a quinonas que son

los responsables del color (Camacho citado por Necochea 2012).
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2.3.3. METODOS PARA LA DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Segun Sanchez y Paniagua (2008) se han desarrollado un gran numero de técnicas
analiticas para la identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos.
Tradicionalmente se han determinado mediante metodos colorimétricos ya que estos
compuestos son capaces de sufrir una gran variedad de reacciones que se pueden utilizar

para su deteccion espectrofotométrica.

Las reacciones mas comunes son las de copulacion o condensacién que generan especies
intensamente coloreadas que son facilmente analizables por espectrofotometria, siendo uno
de los métodos méas empleados el desarrollado por Folin y Ciocalteau, para la
determinacion de fenoles totales, el cual se fundamenta en su carécter reductor. En este
método se utiliza como reactivo una mezcla de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico
en medio basico, que se reducen al oxidar los compuestos fendlicos, originando 6xidos
azules de wolframio (WgO23) y molibdeno (MosO23); y la absorbancia del color azul

desarrollado se mide a 765 nm .

Sin embargo los fenoles con sustituyentes en la posicidn para-, no se pueden determinar
por estos métodos, por tener desactivada la posicién mas activa tanto para las reacciones
de condensacion como de copulacién. Por otra parte, se trata de una técnica con baja
especificidad, ya que la reaccion de color tiene lugar con cualquier grupo hidroxilo
oxidable y ademéas se determina la cantidad total de fenoles sin distinguir entre ellos
(Sanchez y Paniagua 2008).La necesidad de identificacion individual de los compuestos
fendlicos en distintas muestras requiere el uso de las técnicas tradicionales de separacion,
como cromatografia de alta eficacia (HPLC), cromatografia de gases (CG) y electroforesis
capilar (EC). HPLC es la técnica analitica mas utilizada para la caracterizacion de
compuestos fendlicos. Los sistemas de deteccion mas empleados en HPLC son
espectrofotometria UV-visible con fotodiodos en serie, espectrometria de masas y

deteccion electroquimica (Sanchez y Paniagua 2008).
En el Cuadro 6 se describen algunas de las publicaciones de los tltimos 3 afios en el campo

de la determinacion de compuestos fendlicos en distintas matrices, indicandose en cada

caso el pre-tratamiento utilizado, los compuestos determinados y las muestras analizadas.
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Cuadro 6: Métodos cromatogréficos para la determinacion de compuestos fenolicos

leche materna

, COMPUESTOS/M | LIMITE DE REE
METODO DETECTOR PRETRATAMIENTO ] :
UESTRAS DETECCION
HPLC Espectrofotometria Extraccion con Acidos fenolicos en | 2 pg/mL Herreray
UV-VIS, fotodiodos ultrasonido fresas Luque, 2005
en serie
HPLC Espectrofotometria UV- Extraccion en Nitrofenoles en | 6-8 mg/L Berhanu y
VIS, fotodiodos membrana liquida agua col., 2006
en serie sobre fibra hueca
HPLC Espectrofotometria Acidos fendlicos en | 52-160 mg/g | Jiménez y
UV-VIS, fotodiodos aceite de oliva col., 2007
enserie | T
HPLC Espectrofotometria Extraccion de disolvente | Acidos fendlicosy | 5-30 mg/mL Abad-Garcia
UV-VIS, fotodiodos flavonoides en y col., 2007
en serie Zzumo
de fruta
HPLC Espectrometria de masas Extraccion en fase sélida | Acidos fendlicos en | 0,32-0,89 Torre-Carbot
lipoproteinas de mg/mL y col., 2007
baja
densidad
HPLC Espectrometria de masas Extraccion en fase sélida | Fenoles simples y 1 mg/mL Yey col.,
benzofenonas en 2006

FUENTE: Tomado de Sanchez y Paniagua 2008.




2.4. ANTIOXIDANTES

Se dice que los alimentos tienen propiedades antioxidantes cuando son capaces de
neutralizar la accion oxidante de una entidad molecular inestable, los radicales libres, sin
perder su propia estabilidad electroquimica. Los radicales libres son productos naturales
intermediarios del metabolismo que dentro de la homeostasis metabdlica normal son
regulados por la accion de una serie de enzimas y vitaminas como la SOD-superdxido
dismutasa y la GPX glutation peroxidasa, aparte del efecto de algunas vitaminas (Cy E) y
oligoelementos, como el zinc y el selenio. Al radical libre producto de estrés de diferentes
tipos, condiciones anormales de radiacion, etc., se les atribuye ser causantes de los
procesos de envejecimiento y de varias otras enfermedades. (Starke y Reed 2003). Los
antioxidantes, por lo tanto, son un grupo amplio de compuestos: vitaminas, compuestos

fenolicos, minerales, colorantes naturales y enzimas.

Segun Diaz (2007) un antioxidante (AQO), se define como cualquier sustancia ya sea de
origen natural o sintético, que cuando esta en baja concentracion en relacién con un

sustrato oxidable, inhibe o previene la oxidacion de este sustrato.

Segun Velioglu et al., citado por Sanchez (2010) los antioxidantes son compuestos que
inhibe o retrasan la oxidacion de otras moléculas mediante la inhibicion de la propagacion
de la reaccion de oxidacion; y estos pueden clasificarse en naturales o sintéticos, estando
estos Gltimos en desuso debido a estudios que les atribuyen efectos carcindgenos. Este
hecho ha despertado un creciente interés en el estudio de los antioxidantes naturales entre

los que se encuentran distintos compuestos fendlicos.

Los antioxidantes de origen natural son aquellas sustancias que se presentan o pueden ser
extraidas de los tejidos de las plantas y aquellos que se forman durante el cocinado o el
procesado de compuestos alimenticios de origen vegetal o animal (Pokorny 2001).

Se ha acumulado informacion sobre la capacidad de algunos componentes de alimentos
(frutas) para disminuir o prevenir los procesos de oxidacion celular como: guanabana, uva,
chirimoya, guayaba, semilla del marafidon, carambola, platano verde, noni, ciruela,
granadilla, mango, papaya, mamey, naranja, limon, maracuya, zapote, nispero, jagua, entre

otros ( Castafieda et al. citado por Sanchez 2010).
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Segun Pratt (1992) para que un compuesto sea clasificado como antioxidante debe cumplir
dos condiciones basicas: la primera es que cuando se encuentre en una concentracion baja
con relacion al substrato que va a ser oxidado pueda retrasar o prevenir la oxidacion
mediada por un radical libre. La segunda es que el radical formado tras el secuestro sea

estable y no pueda actuar en oxidaciones posteriores.

Entre los antioxidantes por excelencia encontramos al R-caroteno, la vitamina C, la
vitamina E, y el selenio (Starke y Reed 2003). Siendo la vitamina E un antioxidante
importante en el organismo que actla en la fase lipidica de las membranas en todas las

células.

La capacidad antioxidante varia en funcién del grupo de compuestos estudiados y su
solubilidad en fase acuosa o lipidica estd fuertemente condicionada por el sistema usado
como sustrato, las condiciones de catalisis de la oxidacion, las propiedades redox de sus
grupos hidroxifenodlicos y la relacion estructural entre las diferentes partes de la estructura
quimica (Porkony, citado por Sanchez 2010).

2.4.1. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y LOS COMPUESTOS FENOLICOS

La funcidn antioxidante que presentan estos compuestos en los alimentos ha atraido la
atencion gracias al papel que juegan en la dieta en cuanto a la prevencion de enfermedades;
los antioxidantes son importantes porque poseen la capacidad de proteger las células contra
el dafio oxidativo, el cual provoca envejecimiento y enfermedades cronico-degenerativas,
tales como el cancer, etc. En muchos estudios sobre especies se ha aislado una amplia
variedad de compuestos antioxidantes fendlicos, lo cual los coloca en la categoria de los
antioxidantes mas interesantes y promisorios, ejemplo: los flavonoides. Son sustancias
importantes en el area de la farmacologia, principalmente, por su capacidad de
contrarrestar la formacion de radicales, cuya influencia se ve reflejada en las propiedades

antialérgicas, antivirales, antimicrobianas, antiinflamatorias, etc. que poseen (Diaz 2007).

Segun Decker, citado por Sanchez (2010) los compuestos fendlicos son capaces de actuar
como antioxidantes, ya que son capaces de suprimir la formacion de inicio de las especies
radicales por inhibicion de las enzimas o quelante de iones metalicos (hierro y cobre) que
participan en el inicio del libre radical en el proceso de produccion.
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Existe una correlacién entre el contenido de fendlicos totales y la capacidad de captura de
radicales libres. Los polifenoles son efectivos donadores de hidrogenos, particularmente
los flavonoides (Paladino, citado por Sanchez 2010). Su potencial antioxidante es
dependiente del nimero y de la posicion de los grupos hidroxilo y su conjugacion, asi
como de la presencia de electrones donadores en el anillo estructural, debido a la capacidad
que posee el grupo aromatico de soportar el des-apareamiento de electrones por
desplazamiento de electrones del sistema de electrones-n (Kuskoski et al., citado por
Sanchez 2010).

La capacidad antioxidante de los distintos grupos de compuestos depende de la estructura
individual y del nimero de oxidrilos sustituyentes, asi como del peso molecular (Velioglu

et al., citado por Sanchez 2010).

Segun Sanchez (2010) el comportamiento antioxidante de los compuestos fendlicos parece
estar también relacionado con su capacidad para quelar metales, inhibir lipoxigenasa y
captar radicales libres, aunque en ocasiones también puede promover reacciones de

oxidacion in vitro.

Entre los compuestos fendlicos con una reconocida capacidad antioxidante destacan los
flavonoides, los acidos fendlicos (principalmente hidroxicinamico, hidroxibenzoico,
caféico, clorogénico), taninos (elligataninos), calconas y cumarinas, los cuales constituyen

la fraccién polifendlica de una gran diversidad de alimentos (Pratt 1992).

2.4.2. METODOS PARA LA DETERMINACION DE CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE

Los métodos para evaluar la capacidad antioxidante (CAOX) pueden ser in vitro o in vivo
(Kuskoski et al., citado por Sanchez 2010). Se han desarrollado diferentes métodos in vitro
para determinar la capacidad antioxidante en alimentos. Se basan en comprobar como un
agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable, dafio que es inhibido o
reducido en presencia de un compuesto antioxidante. La inhibicion es proporcional a la
actividad antioxidante de dicho compuesto. Otros ensayos se basan en la cuantificacion de
los productos formados tras el proceso oxidativo (Morel et al. 1993; Pineda et al., citado
por Marfil 2008).
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Kuskoski et al. (2005) citado por Sanchez (2010) menciona que una de las estrategias mas
aplicadas en las medidas in vitro de la capacidad antioxidante total de un compuesto,
mezcla o alimento, consiste en determinar la capacidad del antioxidante frente a sustancias
cromogenas de naturaleza radical; donde la pérdida de color ocurre de forma

proporcional con la concentracion.

Lo ideal seria medir la capacidad antioxidante de cada componente de la muestra a
analizar, sin embargo, es dificil determinar su ndmero y concentracion. Los métodos
propuestos determinan la actividad global o total de todos los compuestos antioxidantes

(conocidos 0 no) presentes en la muestra (lvekovic et al. 2005).

Bésicamente, existen dos tipos de reacciones en las que se basan los principales métodos in
vitro propuestos para la determinacion de la capacidad antioxidante, como son la
transferencia de atomos de hidrogeno, métodos ORAC (Capacidad de Absorbancia del
Radical Oxigeno) y TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter) y la
transferencia individual de electron, métodos DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), ABTS
acido 2,2--azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)} y FRAP (Capacidad de Reduccion
Férrica del Plasma). Los distintos métodos difieren en el agente oxidante, en el sustrato
empleado, en la medida del punto final, en la técnica instrumental utilizada y en las
posibles interacciones de la muestra con el medio de reaccion (Frankel y Meyer; Pérez et
al.; Schwarz et al.; Wang et al., citado por Marfil 2008). La mayoria de estos métodos no
emplean especies radicales con significado biolégico. Son radicales ajenos al organismo,
como el DPPH*® o el ABTS™. El empleo de radicales peroxilo en ensayos como TRAP le
afiade un mayor significado bioldgico, ya que estas ERO son las importantes a nivel
fisiolégico (Antolovich et al. 2002).

La mayor parte de los métodos de medida de la actividad antioxidante miden solamente
compuestos solubles en agua debido a la naturaleza hidrofilica de las especies reactivas y
de los sustratos oxidables que emplean. Algunos ensayos pueden adaptarse para medir
antioxidantes lipofilicos: ORAC (Aldini et al. 2001; Prior et al. 2003), ABTS (Alcolea et
al. 2002) y el ensayo TRAP (Gorinstein et al., citado por Marfil 2008).

Los resultados obtenidos se expresan en forma de indices o valores equivalentes. Asi, en el
caso de los métodos ABTS, DPPH y FRAP, se suele emplear el valor TEAC (Capacidad
Antioxidante Equivalente al Trolox), que en aceites vegetales comestibles se expresa

usualmente en mmol Trolox/Kg de aceite (Pellegrini et al. 2001). EI Trolox es un anélogo
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hidrosoluble de la vitamina E, que se utiliza como estandar antioxidante y es ampliamente
usado por ser soluble en fases acuosas y lipidicas. Los métodos de determinacion de
actividad antioxidante basados en la captura de radicales libres son muy variados por
pueden ser clasificados de acuerdo a la estrategia de deteccion y cuantificacién empleada
(Villano, citado por Marfil 2008) (ver Cuadro 7).

Entre los métodos mas aplicados para la determinacion de la capacidad antioxidante estan
el ABTS y DPPH (Arnao citado por Sanchez 2010). A continuacién se describen estos
principales métodos aplicados para medir la capacidad antioxidante en aceites vegetales

comestibles.
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Cuadro 7: Principales métodos de la determinacién de captura de radicales libres

- DETERMINACION DE LA
METODO FUNDAMENTO ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Captura de Ensayo de El superdxido generado Inhibicién de la formacion de
radicales Hipoxantina/Xantina enziméaticamente reacciona con el azul de formacion y de Aseo
superoxido Oxidasa azul de tetrazolio, se absorbe a
560nm
Captura de TRAP Produccion de peroxilos por Medida de la fase de retardo en
radicales descomposicion térmica de AAPH, el consumo de oxigeno
peroxilo con consumo de oxigeno.
Los radicales peroxilo oxidan a una Medida de la fase de retardo en
Modificaciones del proteina produciendo fluorescencia. la aparicion de la fluorescencia.
TRAP
Los radicales peroxilo oxidan a la
ficoeritrina o fluoresceina y Mantenimiento de la
ORAC disminuye su fluorescencia. fluorescencia (AUC)
Captura de Ensayo de la Generacion de OH por la reaccion de
radicales Desoxirribosa Fenton, que ataca a la desoxirribosa. Inhibicion de la oxidacion de la
hidroxilo Determinacion de los productos por desoxirribosa.
el ensayo TBARS
Captura de Método de la Los peroxinitritos oxidan la
radicales Dihidrorrodamina dihidrorrodamina 123 y pierde su Mantenimiento de la
peroxinitrito fluorescencia fluorescencia.
Poder FRAD’ Formacion de un complejo FE®* - Reduccion del complejo Fe3- a
reductor TPTZ Fe2+ y aumento de la
absorbancia a 593 nm.
Captura de Método ABTS Radicales coloreados con maximo de Disminucién de la absorbancia.
radicales Método DPPH absorbancia a 414, 515, 505nm
sintéticos Método DMPD

Fuente: Tomado de Marfil 2008.




a. Método ABTS {é&cido 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)

El fundamento de este método consiste en generar el radical ABTS®*" a partir de su
precursor, el &cido 2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ver Figura 12) y
comprobar cémo los antioxidantes son capaces de atrapar este radical (Miller et al.
1993). El radical catiénico ABTS®*" es un compuesto de color verde-azulado, con
espectro de absorcion en el intervalo de ultravioleta-visible, que presenta maximos a
414, 645, 734 y 815 nm. Se forma el radical en ausencia de la muestra a analizar hasta
obtener una absorbancia estable, al afiadir la muestra la concentracion del radical
disminuye y el color de la reaccidn desciende a medida que lo hace la concentracion del
radical cationico ABTS**, midiéndose entonces el descenso de absorbancia producido
(Marfil 2008).

Segun Marfil (2008) existen diversas formas de generar el radical ABTS®":

e Enzimaticamente (mioglobina, peroxidasa de rabano).
e Quimicamente (di6xido de manganeso, persulfato potasico, radicales peroxilo).

e Electroquimicamente.

En un principio, se utilizd el sistema peroxidasa/mioglobina/H.O> como sustrato de
oxidacion para estudiar la capacidad antioxidante total del plasma y fluidos bioldgicos
(Rice-Evans et al.; Frankel et al., citado por Marfil 2008); posteriormente, este método
ha sido ampliamente aplicado en vinos, té, zumo (Gil et al. 2000), tomate (Martinez-
Valverde et al., citado por Marfil 2008) y en aceite de oliva (Gorinstein et al. 2003).
Presenta varios inconvenientes, como son la necesidad de un estricto control de la
temperatura de reaccién entre el radical y antioxidante (37 °C), interferencias con
sustancias con actividad peroxidasa y posible sobreestimacion de los resultados
(Marfil 2008).

También el radical cationico se puede generar enzimaticamente empleando el sistema
ABTS/H20,/peroxidasa de rabano, el cual es un método facil y rapido que no presenta

los inconvenientes del método anterior (Villafio et al., citado por Marfil 2008).
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Con el dioxido de manganeso el radical se forma haciendo pasar el ABTS a través de un
filtro de dioxido de manganeso forméandose el radical instantaneamente, pero el proceso
es muy inestable a temperatura ambiente (Benavente-Garcia et al., citado por Marfil
2008).

En la oxidacion con radicales peroxilo el sustrato se incuba con un compuesto con
estructura “azo”. Es un método muy inestable y requiere elevadas temperaturas para la

generacion del radical (Kim et al., citado por Marfil 2008).

La oxidacion con persulfato potéasico se lleva a cabo a temperatura ambiente, en la
oscuridad, durante un tiempo comprendido entre 12 y 16 horas. El ABTS y el persulfato
reaccionan estequiométricamente en una relacién 1:0,5 por lo que el ABTS no es
oxidado completamente. Una vez generado el radical, la medida se realiza como un
ensayo de post-adicion y se determina la disminucién de la absorbancia debida a la
reduccion del radical (decoloracion). Se ha aplicado por ejemplo, en la determinacion de
la capacidad antioxidante en té, frutas y verduras (Van-Nederkassel et al.; Proteggente
et al., citado por Marfil 2008) y aceite de oliva virgen (Samaniego et al. 2007). Las
Figuras 13 y 14 esquematizan el fundamento del método ABTS generando el radical

con persulfato potéasico.

En el método electroquimico el radical se genera tras oxidacion del ABTS con una
corriente eléctrica. Presenta ciertas ventajas como es de ser proceso facil y rapido de
realizar y que no requiere otros reactivos ni control de la temperatura, por ejemplo se ha
aplicado a vinos tintos y blancos y en té (Alonso et al.; Ivekovic et al., citado por Marfil
2008).

El método mas utilizado es con persulfato potasico (Proteggente et al.2002; Prior et al.
2005; Van-Nederkassel et al. 2005; Samaniego et al.2007, citado por Marfil 2008)
donde el método ABTS.+ ademas de su elevada reproducibilidad, presente las

siguientes ventajas:

e El radical ABTS* que es generado quimicamente, presenta bastante estabilidad y
es una alternativa mucho mas viable econémicamente.
o El radical reacciona rapidamente con los compuestos antioxidantes presentes en

la muestra problema, normalmente en unos 30 minutos.
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e Puede realizarse tanto en muestras hidrosolubles como liposolubles, eligiendo el
disolvente apropiado en cada caso.

e Se puede usar en un amplio rango de pH y puede emplearse para estudiar el efecto
del pH sobre el mecanismo de accion de los distintos compuestos antioxidantes.

Presenta sin embargo, una serie de inconvenientes:

e EI ABTS.+ es un radical artificial que no se encuentra en nuestro organismo.

e Termodindmicamente puede ser reducido por compuestos que tengan un
potencial redox menor que el ABTS (0,68 V), como ocurre con algunos
compuestos fenolicos.

e El punto final de la reaccion varia en funcion de la sustancia antioxidante.

El

| S03H
HTWNJ\H@/

HO35 El

Figura 12. Estructura del acido 2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)
(ABTS).
FUENTE: Tomado de Prior et al. 2005.
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Figura 13. Estructura quimica de la reaccién entre ABTS y persulfato potasico
FUENTE: Tomado de Marfil 2008.

Acido 2,2"-azinobis-(3-etilbenzofiazolin-5-sulfénico)

=

antioxidante

Decoloracion y disminucion en la
absorbancia

Figura 14: Esquema de la reaccién producida en el método ABTS.
FUENTE: Tomado de Marfil 2008.



b. Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

El fundamento de este método consiste en determinar la capacidad de los antioxidantes
de la muestra para capturar el radical libre DPPH® (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) y
reducirlo (ver Figuras 15 y 16). El radical, que muestra un intenso color puarpura, es
estable y esta disponible comercialmente, lo que reduce el tiempo de analisis al no tener
que ser generado antes del ensayo como ocurre con el método ABTS, evitando
paralelamente cierta variabilidad en los resultados obtenidos. La decoloracion del
radical se determina a 520 nm y la cuantificacion se realiza empleando disoluciones
patrén de acido ascorbico o de Trolox (ver Figura 17) (Brand-Williams et al. 1995). En
algunos casos, la interpretacion resulta complicada, ya que ciertos antioxidantes
pueden causar interferencias si poseen un espectro de absorcion similar al DPPH, por
ejemplo los carotenoides (Prior et al. 2005) por lo que este ensayo tiene algunas

desventajas que limitan su aplicacion, entre estas se encuentran (Tobar 2013):

e La diferencia en el mecanismo de reaccién que normalmente ocurre entre
antioxidante y radicales peroxilo.

e DPPH"* es un radical del nitrégeno de larga vida, lo cual no guarda similitud con
los radicales peroxilo altamente reactivos y transitorios involucrados en la
peroxidacion lipidica. Muchos antioxidantes que reaccionan rapidamente con
radicales peroxilo, reaccionan lentamente o son inertes al DPPH®.

e La reaccion de DPPH*® con eugenol fue reversible (Vondet et al. 1997), lo que
podria resultar en falsas lecturas (bajas) para la capacidad antioxidante de
muestras que contengan eugenol y otros fenoles que guarden un tipo de estructura

similar.

w, [
MT&H_N)\ ~

e 0Y
2 !\\:::__J."

Figura 15: Estructura del DPPH
FUENTE: Tomado de Prior et al. 2005.
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NO, NO,
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ON N—UN + A-H _ = OyN N—~N 4+ A
. 0 O

1.1-difenil-2-picrilhidrazile (radical libre)

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo {(ho radical)
Morade

Am arille

Figura 16: Estructura del DPPH antes y después de la reaccion con el antioxidante
FUENTE: Tomado de Tobar 2013.

2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

Metanol A: 520 nm
Radical DPPH"
l Sustancia
antioxidante
Reduccion radical DPPH"

| |

Decoloracion y disminucion en la
absorbancia

Figura 17: Esquema de la reaccion producida en el ensayo DPPH
FUENTE: Tomado de Marfil 2008.



2.5. APLICACION DE ENZIMAS EN LA EXTRACCION DE ACEITES

Las técnicas mas utilizadas a nivel industrial de extraccion de aceites de semillas son las
que aplican solventes organicos, principalmente hexano, y el prensado. El primero es el
mas eficiente, sin embargo, los solventes organicos utilizados son tdxicos e inflamables, es
de alto costo energético y la desolventizacién dafia la calidad de la harina residual. Para
preservar la calidad de los principios bioactivos del aceite y la harina residual, tales como
acidos grasos polinsaturados y antioxidantes, es conveniente una técnica de extraccion
suave como el prensado en frio, sin embargo este Gltimo presenta bajos rendimientos
(Norris 1982; Hoffmann 1989).

Segun Collao et al. (2007) el tratamiento con enzimas que hidroliza los envoltorios
celulares de la semilla causaria menor resistencia al prensado, facilitindose la liberacion
del aceite desde las vacuolas intracelulares, esto ha sido demostrado en procesos de
extraccion por prensado en frio de aceite de: avellana chilena (Santamaria et al. 2003;
Zuiiga et al. 2003), rosa mosqueta (Chamy et al. 2001; Concha et al. 2003), semilla de uva
(Guerra et al. 2003) y borraja (Soto et al. 2004) mejorandose en todos estos casos el aceite
extraido. En estos estudios, los autores concuerdan que el éxito de la aplicacion de
enzimas, en el proceso extractivo, depende de cada materia prima (Soto et al. 2004; Zufiiga
et al. 2003).

A parte de obtener mejoras en el rendimiento, el tratamiento enzimatico ha demostrado
mejorar la calidad de los aceites, siendo citado por Sineiro et al. (1998) quién también
menciona un aumento del contenido de polifenoles en el aceite de oliva tratado
enzimaticamente. Resultados parecidos fueron obtenidos por Iconomou et al. (2010) que
tras la adicion de enzimas a la pasta de aceituna durante el proceso, incremento en el aceite
de oliva, el contenido total de fenoles y orto-difenoles, asi como algunos compuestos
fenodlicos sencillos (3,4-DHPEA, p-HPEA) y derivados secoiridoides (3,4-DHPEA-EDA y
3,4-DHPEA-EA) y ademéas mejord su actividad oxidativa ; y por Chacon y Waliszewski
(2005), mencionando que el efecto positivo de los preparados enzimaticos es atribuido a la
capacidad de las enzimas en degradar los componentes de la pared celular del olivo,
facilitando y mejorando la extraccion de los compuestos fenolicos. Por otro lado Anwar et
al. (2013), también encontré una mayor actividad antioxidante, fenoles totales y contenido

de acidos fendlicos individuales en el aceite de linaza obtenido por prensado en frio y
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tratado enzimaticamente, al igual que Farah et al. (2013), que obtuvo un aumento de
polifenoles totales en el aceite de cebolla extraidos por asistencia enzimética debido
probablemente a la degradacion hidrolitica de los polisacaridos de la pared celular, los
cuales retinen a los fenoles en la red de lignina por uniones hidrofilas o hidréfobas al
polisacarido; por lo que de acuerdo a estas investigaciones el tratamiento enziméatico no
solo ayuda a aumentar el rendimiento en la extraccion del aceite , sino que también podria
verse un aumento de los polifenoles con capacidad antioxidante en los aceites de frutos y

semillas oleaginosas.

36



I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1. LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se realizo en las siguientes instalaciones:

e Planta Piloto de Tecnologia de Alimentos de la Facultad de Industrias Alimentarias
de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

e Laboratorio de Analisis Quimico de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional Agraria la Molina.

e Laboratorio de Investigacién y Desarrollo- Unidad de Investigacion en Productos

Naturales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

3.2. MATERIA PRIMA

Se emplearon los aceites crudos de las semillas de uva variedad ‘“Borgona” (Vitis
vinifera) procedentes del proyecto de investigacion “Aprovechamiento de residuos del
procesamiento de frutas: uva (Vitis vinifera) y maracuyd (Passiflora edulis)” obtenido por
prensado hidraulico sin tratamiento y con tratamiento enzimatico usando la enzima

Celulasa derivado del Aspergillus Niger de Sigma®.

3.3. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

3.3.1. MATERIALES

e Baguetas

e Beakersde 10, 50, y 100 mL.

e Capsula de porcelana

e  Cubetas de cuarzo y de plastico de 10 mm de espesor para espectrofotometro.
e Desecador.

e Etiquetas.

e Fiolas de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 mL
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e Jeringa desechable con aguja RYMCO®.

e Gradillas.

e Matraces 50, 100,250 y 500 mL.

e Micropipeta transferpette- 100-1000 uL, tipo digital con tips.
e Micropipeta transferpette- 20-200 uL, tipo digital con tips.
e Membrana de PVDF (filtro para jeringa) 0,45 pm.

e  Papel tisue.

e Perade decantacion de 100 mL

e Pipetasde 1,5,y 10 mL.

e Piceta

e Probetas de 10, 50, 100 mL

e Pomos de vidrio &mbar de 5y 20 mL.

e  TermOmetro.

e Tubos falcon de 15 mL.

e Tubos de ensayo

e Soporte universal

e Viales de HPLC.

3.3.2. EQUIPOS

e Agitador de tubos Vortex- marcaMixer Wizard & Classic Velp Scientifica®.

e  Agitador magnético marca- Ceramic midi Polimax 2010 1ka®.

e Balanza analitica marca AND FR — 300 MK 11®. Capacidad de 310g, 110 v.

e Balanza Analitica- marca Sartorius CP124S®,

e Balanza electronica de precision- marca Ohaus Scout 11®.

e Campana de extraccion de humos.

e Centrifuga —marca Labo Fuge 400R Heraeus®. Velocidad Max. 4000 rpm. 220
vy 70 watt.

e Centrifuga- marca CHRISSU 500 — 145. Velocidad Max. 4000 rpm 220v, y 70
watt.

e Computadora.

e Cromatdgrafo de liquidos de alta performance- marca Hitachi-Elite Lachrom®

con detector de arreglo de diodos L-2455.
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e Estufa- marca BRE — M ELECTRIC SATABIL — TERM®.
e  Espectrofotometro marca PERKIN —-ELMER MODEL 3®. OA/100%T, 110V.

e Refrigerador /Congelador -marca General Electric®.
3.3.3. REACTIVOS

e Alcohol etilico 95 por ciento.

e ABTS 2, 2'-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diamonnium salt
98 por ciento, marca Sigma®.

e Acido acético (C2H402), marca JT Barker®.

e Acido gélico estandar, marca JT Barker®.

e Acetonitrilo, marca Merck®.

e Agua Destilada.

e Agua Milli-Q.

e Carbonato de Sodio (Na2CO3) anhidrido, marca JT Baker.

e Cloroformo, marca Merck®.

e DPPH 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl. marca Sigma®.

e Etanol al 80 por ciento, marca Merck®.

e Fenolftaleina.

e Folin Ciocalteau 2N, marca Merck®.

e Hidroxido de Sodio (NaOH) 0.1N, marca Merck®.

e Persulfato de potasio (K25208), marca Sigma®.

e Metanol, marca Merck®.

e n-Hexano, marca Merck®.

e Solucion de almidén al 1 por ciento.

e Tiosulfato de sodio (Na25203) 0.1 N.

e Trolox (6-Hydroxy-2, 5, 7, 8- tetramethylchroman-2-carboxylic acid), marca
Sigma®.

e Yoduro de potasio (KI).

e Acidos hidroxicinamicos: Acido cafeico (3,4-dihidrocinamico) y 4&cido
cindmico, marca Sigma Aldrich®.

e Acidos hidroxibenzoicos: Acido galicos, marca Sigma Aldrich®.

e Flavonoides: Luteolina y Hesperidina, marca Sigma Aldrich®.
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3.4. METODOS DE ANALISIS
3.4.1 ANALISIS FISICO-QUIMICOS

Para los analisis de los aceites de semilla de uva sin tratamiento y con tratamiento

enzimatico se utilizaron los siguientes analisis evaluandose por triplicado:

e Humedad y materia volatil: Se emple6 AOAC -2007, parte 926.12.
e Porcentaje de acidez: Se emple6 el método AOAC -2007, parte 940.28.
e Indice de peroxido: Se empleo el método AOAC -2007, parte 965.33.

342 ANALISIS DE COMPUESTOS FENOLICOS Y CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE

a. Perfil de compuestos fendlicos libres y flavonoides por cromatografia

HPLCy deteccion en la region ultravioleta.

Se usé la metodologia empleada por Navas (2010) con algunas modificaciones. Para la
preparacion del extracto a analizar se pes6 2 gramos de aceite con precisiéon de 0.1g en
tubos de centrifuga con tapa. Posteriormente se afiadié 5 mL de una mezcla metanol-
agua (80:20 V/v) y se agitd durante 1 minuto. La mezcla se llevd a ultrasonidos por 15
minutos a temperatura ambiente, luego se centrifugd a 5000 rpm durante 25 minutos,
finalmente se tomo una alicuota del sobrenadante y se filtré con una jeringa de plastico
de 5 mL usando una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) de 0,45 pum, el
cual fue almacenado en viales ambar de vidrio bajo refrigeracion (-4°C) para su

posterior analisis.

En la cuantificacion de los biofenoles se utilizo la técnica cromatogréafica liquida de alta
performance (HPLC), empleando un Cromatografo liquido de alta performance Hitachi-
Elite con detector ultravioleta-visible de diodos (L-2310). La columna empleada en la
separacion es una de fase inversa C 18 Purospher RP-18 (250mm x 4,6mm d.i x 0,25
pum). La fase mavil binaria estuvo compuesta de agua al 0,1 por ciento &cido acético (A)
y acetotronitrilo al 0,1 por ciento &cido acético (B). El gradiente de elusion empleado
empieza en 5 por ciento de B y aumenta a 30 por ciento de B por 5 minutos, luego a 50
por ciento de B en 20 minutos, por ultimo termina en 100 por ciento manteniéndose por

8 minutos. EIl volumen de la muestra inyectada fue de 20 uL y el flujo de 1 mL/min a
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una temperatura de 30 °C. Los estandares empleados en este andlisis fueron: acido
gélico, acido cinamico, &cido caféico, luteolina y hesperitina, los cuales fueron disueltos
en metanol-agua (80:20 Y/v) y se inyectaron directamente, para la determinacion de las
curvas estandar y su identificacion y cuantificacion en los aceites analizados.Los
espectros de absorcion se evaluaron entre 250 y 280 nm durante las corridas
cromatograficas, siendo a 280 nm donde se dio la deteccidén y cuantificacion de los
datos encontrados. La identificacion de los compuestos fue hecha por medio de los
tiempos de retencidn relativos con respecto a patrones conocidos y la cuantificacion por
medio de las ecuaciones de regresion de las respectivas rectas de calibrado (ver Anexo
1). Los resultados de cuantificacion fueron expresados en pg del compuestos fendlico

estandar /g de muestra.

b. Determinacion de los compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fenolicos totales se determind segln el método propuesto
por Vazquez et al. (1973) aplicado en el aceite de oliva virgen y adaptado para la
respectiva investigacion. La absorbancia se midié a 725 nm, el cual es proporcional a
la concentracion total de polifenoles y cuyo valor obtenido se reemplazé en una curva
estandar (ver Anexol) considerando al &cido galico como equivalente quimico. Los
resultados se expresaron como mg de ac.galico equivalente (AGE)/Kilogramo de

muestra (Kg). El procedimiento para su determinacion es detallado en el Anexo 3.

c. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método ABTS.

Se empleo el método espectro fotométrico basado en el uso del reactivo ABTS, descrito
por Samaniego et al. (2007) para la determinacion de la capacidad antioxidante en el
aceite de oliva virgen con algunas modificaciones para esta investigacion. La
absorbancia se midi6 a 734 nm, la cual fue reemplazada en una curva estandar (ver
Anexol) considerando al trolox como equivalente quimico. Los resultados fueron
expresados en mmoles de trolox equivalente (TE) por Kg de muestra. El procedimiento

de éste método es detallado en el Anexo 3.

d. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH
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Se siguié como referencia el método descrito por Morales y Jiménez-Pérez (2001), con
algunas modificaciones por Delgado-Andrade et al. (2005), para la determinacion de la
capacidad antioxidante en el aceite de argan, el cual es descrito en el Anexo 3. La
absorbancia se midio a 520 nm, la cual fue reemplazada en una curva estandar (ver
Anexol) considerando al trolox como equivalente quimico. Los resultados fueron

expresados como mmoles de trolox equivalente (TE) por kilogramo de muestra (Kg).

3.5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El presente estudio se desarroll6 siguiendo las etapas que se describen a continuacion:

35.1 OBTENCION DEL ACEITE DE SEMILLA DE UVA POR PRENSADO
HIDRAULICO SIN TRATAMIENTO Y CON TRATAMIENTO ENZIMATICO.

Se muestra en las Figuras 18 y 19 el flujo de procesamiento aplicado para la obtencion de
las muestras de aceite de semilla de uva por extraccién convencional (sin enzimas) y por
tratamiento enzimatico, procedentes del proyecto de investigacion “Aprovechamiento de
residuos del procesamiento de frutas: uva (Vitis vinifera) y maracuya (Passiflora edulis) ”
empleados en la determinacion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de la
presente investigacion. Mientras que en el Cuadro 8 se mencionan los parametros

aplicados en el proceso de extraccion de los respectivos aceites.
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Semilla de uva

!

Tiempo 20 min.

Limpieza
y
Agua =——> Lavado
Y Temp.40 °C
Secado Tiempo 4 horas
Humedad 9%
A 4
MO“?nda' Diam. Part. 0,5mm
Tamizado
\ 4
Tratamiento Temp.80 °C
Térmico Tiempo 20 min.
. Presion 27 580 KPa
Extraccion Tiempo 30 min.
H:12,5%
\ 4
Centrifugacion { 4000 r.p.m

!

Aceite de semilla
de uva

FIGURA 18: Diagrama de flujo para la extraccion de aceite de semilla de uva sin
tratamiento enzimatico por prensado hidraulico.
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Semilla de uva

Agua —» Lavado

Temp.40 °C
Secado 1 Tiempo 4 horas
l Humedad 9%

Molienda- { Diam.Part. 0,5mm

Tamizado

\ 4

Tratamiento
Térmico

Temp.80 °C
Tiempo 20 min.

1 Temp 50°C/pH 5

Secado 2

Temp. 65°C
H: 12,5%
Humedad 8%

Presion 27 580 KPa
Tiempo 30 min.

4000 rpm
Tiempo 20 min.

Centrifugacion

|

Aceite de semilla
de uva

L - Conc. Enzima. 0,5% y 2%
Tratamiento Rel. MP: Agua 2:1
Enzimatico Tiempo Rx. 4 y 18 horas

FIGURA 19: Diagrama de flujo para la extraccion de aceite de semilla de uva con

tratamiento enzimatico por prensado hidraulico.
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Cuadro 8. Parametros tomados para el proceso de extraccion de los aceites de semilla de uva sin tratamiento y con tratamiento

enzimatico
TRATAMIENTO ENZIMATICO EXTRACCION POR PRENSADO HIDRAULICO
TIPO DE
ACEITE
Concentracion | Relacion: Materia Tiemno de Humedad Tiempo de
enzimatica Prima/Agua incubac?én (hr) materia prima Presion (Kpa) extraccign (min)
(E/S %) (MP:H20) (%)
(Ao) 0 0 0 12,5 27580 30
(A1) 0,5 2/1 4 12,5 27580 30
(A2) 0,5 2/1 18 12,5 27580 30
(As) 2 2/1 4 12,5 27580 30
(As) 2 2/1 18 12,5 27580 30




a. Extracciéon del aceite de semilla de uva sin tratamiento enzimatico

Se inicia con el acondicionamiento de la materia prima, mediante la limpieza de las
semillas con el fin de eliminar las impurezas de menor y mayor tamario, luego el lavado
con agua potable para la eliminacion de residuos de azlcar impregnados al formar parte
del orujo; y secado en un secador de bandeja a una temperatura de 40 °C y velocidad de
5™/s hasta conseguir una humedad del 9 por ciento para evitar asi su deterioro. Después
las semillas son molidas por una moledora manual de maiz de acero suave y tamizadas
por medio de tamices marca “Tyler” a un nimero de luz de malla que obtenga un
tamafo de particula de 0,5 mm, la cual es ideal para un proceso de extraccion segln

Guerra y Zufiga (2003) quienes recomiendan tamarfios de particula menores a 0,6 mm

Antes de realizarse la extraccion por prensado, se efectud un tratamiento térmico el cual
es recomendado por Guerra y Zufiga (2003) para la inactivacion de las enzimas
presentes en la semilla, asi como coagular las proteinas, aglomerar el aceite en gotas
grandes y disminuir la afinidad del aceite a la superficie de los sélidos (Shahidi 2005);
este tratamiento se realizd a una temperatura de 80 °C por 20 minutos. El prensado se
hizo por triplicado con 3509 de semilla de uva molida en una prensa hidraulica manual
por un tiempo de 30 minutos a una presion de 27580 KPa y a una humedad de muestra a
prensar de 12,5 por ciento, los cuales fueron seleccionados mediante pruebas
preliminares, debido a que alcanzaron la mayor extraccion de aceite dentro del rango de
aplicacion del equipo. Obtenido el aceite este se centrifugo a 4000 rpm por 20 minutos

para obtener un aceite limpio libre impurezas para el analisis.

b. Extraccion de aceite de semilla de uva con tratamiento enzimatico

Al procedimiento antes mencionado (sin aplicacion de enzimas), se le incorporé un
tratamiento enzimatico previo al prensado. Luego de la inactivacion térmica, las
semillas se sometieron a un tratamiento enzimatico con las siguientes condiciones:
enzima “Cellulase from Aspergillus niger” a una concentracion de 0,5 y 2 por ciento,
materia prima: agua de 2:1 y tiempo de incubacion de 4 y 18 horas en una camara
climética. Previo al prensado, las semillas se secaron en una estufa a 65 °C hasta
alcanzar una humedad 12,5 por ciento, la cual se seleccion6 como la mejor para la
operacion de prensado en la extraccion del aceite de semilla de uva, asi como la
temperatura de secado para la inactivacion de las enzimas adicionas en la etapa

anterior. Finalmente los procesos de prensado y centrifugado se realizaron con los
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mismos parametros empleados para la extraccion de aceite sin aplicacion enzimatica,

citados con anterioridad.

35.2 CARACTERIZACION DE LOS ACEITES DE SEMILLA DE UVA SIN
TRATAMIENTO Y CON TRATAMIENTO ENZIMATICO.

Se realizo la caracterizacion fisico-quimica a los aceites de uva empleados en el
presente estudio con el fin de poder evaluar en base a indicadores principales como:
humedad, porcentaje de acidez , indice de acidez y perdxidos reportados segun la AOAC
(2007) descritos en el punto 3.4.1, su calidad respecto a los métodos de extraccion

empleados.

3.5.3 DETERMINACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN LOS
ACEITES DE SEMILLA DE UVA SIN TRATAMIENTO Y CON TRATAMIENTO
ENZIMATICO.

A los aceites de semilla de uva sin tratamiento y con tratamiento enzimatico estudiados, se
les determind primeramente el contenido de compuestos fendlicos totales (ver Anexo 3) de
los cuales se tomo la muestra de aceite con aplicacion enzimatica de mayor contenido en
fenoles totales y la muestra de aceite sin tratamiento enzimatico para la determinacion e
identificacion de compuestos fendlicos (flavonoides y acidos fendlicos libres) por HPLC

descrito en el punto 3.4.2.

3.54 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTOXIDANTE EN LOS
ACEITES CRUDOS DE SEMILLA DE UVA SIN TRATAMIENTO Y CON
TRATAMIENTO ENZIMATICO.

La capacidad antioxidante, fue determinada para todas las muestras de aceites de semilla
de uva sin tratamiento y con tratamiento enzimatico utilizando dos métodos de analisis

(ABTS lipofilico, DPPH hidrofilico), cuyas metodologias son descritas en el Anexo 3.
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3.5.5 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Los ensayos se realizaron por triplicado, donde los resultados sobre la determinacién de los
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en el aceite de semilla de uva (sin
tratamiento y con tratamiento enzimatico) se presentan considerando la media y sus

respectivas desviaciones estandar.

El disefio experimental empleado en la presente investigacion se muestra en la Figura 20,
donde se plante6 cinco tratamientos para comparar el contenido de compuestos fendlicos
totales y capacidad antioxidante en los aceites de semilla de uva provenientes de un mismo
tipo de extraccidn con tratamientos diferentes (sin aplicacion y con aplicacion enzimatica),
donde las muestras fueron analizadas utilizando un Disefio Completamente al Azar (DCA)

y la prueba de comparacion Duncan entre los tratamientos con diferencias significativas.

Mientras que para la comparacién en contenido de compuestos fendlicos por HPLC
identificados (ver Figura 20), se emplearon las muestras de aceite de semilla de uva con
tratamiento enzimatico de mayor contenido de fenoles totales y sin aplicacion de dicho
tratamiento, donde las muestras también fueron analizadas mediante un Disefio

Completamente al Azar (DCA) y la prueba de comparacion Tukey.

Por otro lado, para analizar la relacion rendimiento de extraccion respecto al contenido de

fenoles totales y capacidad antioxidante se uso el coeficiente de Pearson (r).
La evaluacion estadistica se realizd con el paquete estadistico Statgraphics centurion XVI1®

para Windows 2013 considerando un nivel de significancia del p < 0,05, y con el paquete

estadistico de Microsft Excel 2010, para la evaluacion del coeficiente de Pearson.
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ACEITE DE SEMILLA DE UVA

Sin Enzimas Con Enzi

Ag — A A3 —— Ay
(E/S :0.5%, (E/S :0.5%, (E/S :2%, (E/S :2%,
MP/H,0:2/1, MP/H,0:2/1,t: MP/H,0:2/1,t: MP/H,0:2/1,t
l t:4 hr)) 18 hr.) 4 hr.) :18 hr.)
Anélisis fisico- Anélisis fisico- Anélisis fisico- Anélisis fisico-
quimico: quimico: Andlisis fisico- quimico: quimico:
humedad, humedad, quimico: humedad, humedad,
acidezy acidezy humedad, acidez acidezy acidezy
peroxidos peroxidos y peroxidos peroxidos peroxidos
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*Muestra de aceite con extraccion enzimatica empleada en el analisis de compuestos fendlicos totales por HPLC.
Figura 20: Esquema del disefio experimental para la determinacion de los compuestos fendlicos y capacidad antioxidante del aceite de
semilla de uva obtenido con tratamiento y sin tratamiento enzimatico*.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. OBTENCION Y CARACTERIZACION DEL ACEITE DE SEMILLA DE UVA
CON TRATAMIENTO Y SIN TRATAMIENTO ENZIMATICO.

4.1.1. OBTENCION DEL ACEITE DE SEMILLA DE UVA SIN TRATAMIENTO
Y CON TRATAMIENTO ENZIMATICO.

En el Cuadro 9 se reportan los resultados del proceso de extraccion del aceite de semilla de
uva sin tratamiento y tratamiento enzimatico , usados como material de analisis para la
presente investigacion; donde los aceites con aplicacion enzimatica muestran mayores
valores en cantidad, rendimiento y eficiencia respecto al aceite extraido sin este
tratamiento; siendo estos resultados similares a los citados por Guerra y Zufiiga (2003)
quienes trabajaron con la enzima Ultrazim 100G a una concentracion enzimatica del 2
por ciento (°/p) , humedad 15 por ciento y tiempo de incubacion de 4 horas , obteniendo
un rendimiento de extraccion del 72 por ciento con un incremento del 26 por ciento al
compararlo con la muestra control sin enzima ; asi mismo, Tobar et al. (2005) obtuvieron
un rendimiento en extraccion del 54,9 por ciento con tratamiento enzimatico a base de las
enzimas Ultrazym — Celluclast en razén 3 :1, concentracion enzimatica del 2 por ciento
(p/p) , humedad 2 por ciento y tiempo de incubacion de 9 horas; respecto al 30 por ciento,

de la muestra control (sin enzimas).



Cuadro 9: Valores de cantidad, rendimiento y eficiencia de la extraccion del aceite
de semilla de uva obtenido sin y con tratamiento enzimatico (Celulasa) por prensado

hidraulico*

ACEITE
DE CANTIDAD | RENDIMIENTO | RENDIMIENTO | EFICIENCIA
SEMILLA ) (% bh) (% bs) (%)
DE UVA (£+59) (% +35) (% +35)
Ao 19,4+1,02 5,53+0,29 6,07+0,31 58,21
27,4742,75 7,85:0,79 8,59+0,86 82,63
Al
A 31,6+2,14 9,03+0,61 9,89+0,67 95,05
A 31,4£2,77 8,97+0,47 9,830,52 94,42
A 30,6340,15 8,75+0,04 9,59+0,05 92,11

* Los aceites fueron obtenidos para 350 g de semilla molina con un tamafio de particula de 0,5 mm,
humedad 9 por ciento (humedad de almacenamiento) y porcentaje en grasa de 10,41 por ciento.
* Los valores + representan la desviacion estandar para un promedio de tres repeticiones (n=3)

Otras investigaciones realizadas en la extraccion de aceites vegetales de semillas
oleoginosas que aumentaron sus rendimientos por intervencién enzimatica estan la de
Anwar et al. (2013) quiénes por medio del tratamiento enzimatico a base de la mezcla de
enzimas: Viscozyme L, Kemzyme y Feedzyme, a una concentracion /s del 2 por ciento,
humedad del 50 por ciento y tiempo de incubacion de 18 horas, obtuvieron rendimientos
superiores entre 35,2-38,0 por ciento respecto al 32,5 por ciento de la muestra control (sin
enzima) para el aceite de semillas de lino; Zufiiga et al. (2007) en la extraccion de aceite de
semilla de Onagra, lograron un aumento del 12 por ciento de su rendimiento sobre la
semilla tratada con una mezcla enzimatica formulada a base de Ultrazym 100G y
Cellubrix en razon 1:1, concentracion /s del 2 por ciento P/, , durante 15 horas de
incubacion y 40 por ciento de humedad; Ghazali et al. (2005) para el aceite de semilla de
moringa , con un aumento en el rendimiento del 70 por ciento por tratamiento enzimatico
frente al 67,9 por ciento sin aplicar dicho tratamiento; y Freccero et al. (2006) para las
semillas de girasol y su hibrido por medio de la enzima pectinasa a una concentracion /s
del 2 por ciento , obteniendo un aumento del 13,6 y 1,6 por ciento en el aceite de semilla

de girasol y su hibrido, respectivamente.
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4.1.2. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DEL ACEITE DE SEMILLA DE
UVA SIN TRATAMIENTO Y CON TRATAMIENTO ENZIMATICO

En el Cuadro 10 se muestra los analisis fisico-quimicos realizados a los aceites crudos
de semilla de uva extraidos por prensado hidraulico sin aplicacion y con aplicacion

del tratamiento enzimatico.

Cuadro 10. Caracteristicas fisico quimicas del aceite crudo de semilla de uva extraido

cony sin tratamiento enzimatico

ACEITE DE
’ SEMILLA DE UVA ACEITE DE SEMILLA DE UVA CON
ANALISIS SIN TRATAMIENTO ENZIMATICO
Fisico- TRATAMIENTO _
QUIMICO ENZIMATICO (£ £5)
(B As Ar As Aq
(% £5)

Humedad 0,4740,27 048 + 0,25 | 0,48+0,27 | 0,480,225 | 0,48+0,27
(% bh)
Acidos
grasos libres 1,05+0,05 1,59+0,04 | 1,2640,03 | 1.3040,03 | 1,45+0,03
(%bh)
indice de
acides 2,20 +0,02 2,89+0,60 | 250+0,03 | 2,64+0,05 | 2,78+0,04
(mg KOH/g de
grasa)
indice de
peroxido 7,24+0,06 11,96 +0,60 | 9,93 + 0,14 [10,9040,51 | 11,24+0,60
(meq.02/Kg).

Los valores * representan la desviacion estandar para un promedio de tres

repeticiones(n=3)

Los porcentajes de acidez e indices de acidez reportados en el Cuadro 10, muestran que
los aceites tratados enzimaticamente presentaron valores superiores en porcentajes de
acidez de 1,26 a 1,59 por ciento e indice de acidez de 2,50 a 2,89 mg KOH/g a los
extraidos sin dicho tratamiento con 1,05 por ciento y 2,20 mg KOH/g de porcentaje de
acidez e indices de acidez respectivamente ; siendo estos valores inferiores al citado por
Navas (2010) en porcentaje de acidez de 2,16 por ciento en &cido oleico para el aceite de
semilla de uva de la variedad “Tempranillo Merlot” y al de Molero et al. (1995) con
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indices de acidez de 3,4 y 3,8 mg de KOH/g de grasa en el aceite de semilla de uva
extraido con dioxido de carbono y hexano respectivamente.

Dichos valores mencionados tanto para las muestras analizadas en el presente estudio
como la de los autores anteriormente citados presentan valores de indice de acidez dentro
de lo indicado por el CODEX- STAN (1999) que es de no mas de 4,0 mg KOH/g de aceite,
lo cual nos indica que hubo una correcto proceso de extraccion en los aceites de semillas
de uva sin y con tratamiento enzimatico , pues este proceso es un factor importante en la
oxidacion de los aceites dando origen a una mayor cantidad de &cidos grasos libres
responsables de la oxidacion de lipidos en el aceite contribuyendo a la rancidez y aun
menor tiempo de vida del mismo; asi también estan las condiciones de almacenamiento
que facilita la disminucién de la calidad de las semillas y la produccién de semillas con

aceite de acidez relativamente alta (Toro y Suérez 2012).

Mientras que para el indice de perdxido, los aceites con tratamiento enzimatico también
presentaron valores mayores de 9,93 a 11,96 meq.O./Kg frente al obtenido sin dicho
tratamiento con 7,24 meq.02/Kg , siendo estos valores iguales , superiores e inferiores al
reportado por Navas (2010) con 9,93 meq Oz /Kg de aceite para la semilla de uva de la
variedad “Tempranillo Merlot”, respectivamente; ademas dichos resultados reportados
para el presente estudio y por el autor citado se encuentran dentro de los valores indicados
por el CODEX-STAN (1999), cuyos valores son menores al maximo permitido de 15 meq
02/Kg de aceite.

Como se pudo observar en los resultados de porcentaje de acidez, indice de acidez y
peréxido mencionados anteriormente, las muestras con tratamiento enzimatico presentaron
valores mayores respecto a las muestras sin enzimas; y esto es debido a que la extraccion
enzimatica favorece la descomposicion de las cadenas de triglicéridos debido al calor,
oxigeno y tiempo de exposicion durante la hidrolisis enzimatica, lo cual da origen a una
mayor cantidad de acidos grasos libres los cuales son los responsables de la oxidacion de
lipidos en el aceite y por lo tanto favorecen la rancidez del mismo (Crews et al. 2006); sin
embargo estos aceites al presentar valores dentro de lo establecido por el CODEX

STAN (1999) son considerados aceites virgenes de baja oxidacion.
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En cuanto al porcentaje de humedad, los aceites con y sin tratamiento enzimatico
presentaron valores cercanos de 0,47 a 0,48 por ciento para ambos tipos de aceites
analizados, los cuales comparados con los obtenidos por Rubio et al. (2008) con 7,30 por
ciento para el aceite de semilla de uva de la variedad “Cencibel” o “Tempranillo”, son
menores a las reportadas por el autor lo cual lo hace un aceite menos propenso a la
inestabilidad por la oxidacion en el transcurso de su almacenamiento, ya que la hidrélisis
de las grasas con el agua acelerada al incrementarse la cantidad de agua contenida en los

aceites (Lawson 1999) y por ende su rapida oxidacion.

Por otro lado, el aceite por extraccion enzimética A2 (0,5 por ciento de celulasa y con 18
horas de incubacién) obtuvo los menores valores para los tres primeros analisis

mencionados, a diferencia del porcentaje de humedad donde obtuvo valores cercanos.

42. CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN EL
ACEITE DE SEMILLA DE UVA SINY CON TRATAMIENTO ENZIMATICO.

4.2.1 DETERMINACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES EN EL
ACEITE DE SEMILLA DE UVA SIN'Y CON TRATAMIENTO ENZIMATICO.

En el Cuadro 11 y Figura 21 se observa el contenido de compuestos fendlicos totales de
los aceites crudos de semilla de uva analizados, donde los aceites con tratamiento
enzimatico presentan valores mayores (148,47-279,19 mg AGE/Kg) respecto al aceite sin
dicho tratamiento (127,53 mg AGE/KQg), lo cual es evidenciable segiin pruebas estadisticas
utilizadas a un nivel de significacion p<0,05% (Anexo 2) que existen diferencias
significativas en ambos tipos de extraccion en cuanto al contenido de compuestos
fendlicos totales en los aceites analizados ; siendo la muestra con enzimas de
concentracion (5/s) 0,5 por ciento y a 18 horas de incubacion la que obtuvo el mayor valor

de compuestos fenolicos totales (279,19 mg AGE/Kg) de todas las muestras analizadas.

Resultados similares también fueron reportados Leone et al. (1977) citado por Sineiro et
al. (1998) quienes encontraron un aumento del contenido de polifenoles en el aceite de
oliva con tratamiento enzimatico (25,3 mg/100g de aceite) respecto al aceite obtenido sin
aplicacion enzimatica (25,1 mg /100g de aceite); también para Anwar et al. (2013) en el
aceite de semilla de linaza, donde observo que las muestras tratadas con los complejos

enzimaticos Viscozime L, Freedzyme y Kemzyme obtuvieron valores mayores de
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polifenoles totales 10,50; 9,70; 8,61 mg AGE/100 g respectivamente , en comparacion al
6,21 mg AGE/100g de su muestra control o sin aplicacion enzimética; y Farah et al.
(2013) que también mostro resultados similares en el aceite de cebolla, donde obtuvo un
alto contenido de compuestos fendlicos totales de 5,90 ™%y en la muestra extraida con
enzima Celulasa frente al 3,20 ™9/, de la muestra sin esta enzima. Por lo que, de acuerdo
a los resultados obtenidos en este estudio y a los reportados por los autores citados, la
aplicacion de enzimas tiende a aumentar el contenido de compuestos fendlicos en los
aceites vegetales, lo cual es sustentado por Meyer et al. (1998) quiénes afirman que las
enzimas hidroliticas acttan sobre las paredes celulares de la semilla pudiendo provocar una
mejora en la extraccion de compuestos fenolicos con actividad antioxidante, asi también
Farah et al. (2013) mencionan que probablemente la enzima media la extraccion de los
polifenoles antioxidantes de la matriz vegetal por via hidrolitica degradando los
polisacaridos de la pared celular que los retiene en la red de lignina por uniones de
hidrégeno o por unién hidrofobica u otro mecanismo que puede ser de manera directa ,
donde la enzima cataliza rompiendo las uniones éter o éster entre los polifenoles y los

polimeros de la pared celular de la planta (Pinelo et al., citado por Laroze et al.2010).

En cuanto al contenido de compuestos fendlicos totales encontrados en los aceites de
semilla de uva sin tratamiento y con tratamiento enzimatico estudiados con respecto al de
otros autores, estos fueron superiores (127,53-279,19 mg AGE/Kg de aceite) a los
reportados por: Bail et al. (2008) con aceites obtenidos por prensado en frio para las
variedades de uva negra “Zweigelt” (69,5 mg AGE/Kg de aceite) , “Cabernet-Sauvignon”
(115,5 mg AGE/Kg de aceite), “Merlot” (108 mg AGE/Kg de aceite) y “Zweigelt” (103,5
mg AGE/Kg de aceite) ; Rombaut et al. (2015) con valores entre 48 - 153 mg AGE / kg
para una variedad de semilla de uva proveniente de Distillerie Jean Goyard (Francia);
Gokturk et al.(2007) con un valor promedio de 160,95 mg AGE/Kg de aceite para las
semillas cultivadas en diferentes zonas geogréaficas de Turquia, y Poudel et al.(2008) con
un valor de 212,4 mg AGE/Kg de aceite en semillas de uva cultivadas en varias regiones
del Japdn ; sin embargo el aceite de semilla de uva de la variedad “Tempranillo” obtuvo
valores superiores en fenoles totales de 341,16 mg AGE/Kg (Berradre et al. 2014) respecto

a las muestras de este estudio y al de los demas autores citados.
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Cuadro 11: Contenido de compuestos fendlicos totales en los aceites de semilla de uva

sin tratamiento y con tratamiento enzimatico*

EXTFEQF?ECNCSIE[')\IOPOR ACEITE DE COMPUESTOS FENOLICOS
HIDRAULICO SEMILLA DE UVA mg AGE/Kg de aceite (b.h)
(X +5)
Sin tratamiento enzimatico A 127,53 + 6,33
(S.T.E) 0
Ay 148,47 £ 6,33
Ay 279,19 + 5,23
Con tratamiento
enzimatico (C.T.E)
As 253,21 + 7.68
As 179,48 + 6,65

*AGE: Acido Galico Equivalente
* Los valores + representan la desviacion estandar para un promedio de tres repeticiones
(n=3)
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*Donde a, b, ¢, d y e indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas en ambos tipos de extraccion.

Figura 21: Compuestos fenolicos totales (mg AGE/ Kg aceite) en las muestras de aceite de semilla de uva sin tratamiento y con
tratamiento enzimatico.




Estas diferencias antes mencionadas pueden ser atribuidas al contenido y la proporcion de
compuestos polifenolicos presentes en el aceite extraido, lo cual esta relacionado con
diferentes factores como lo son: la variedad de uva, los factores ambientales, las técnicas
agrarias aplicadas durante la cosecha, entre otros (Fernandez-Pachdn et al.2006) y al
método de extraccion, ya que la pérdida de compuestos fendlicos en la matriz sélida de la
semilla de uva durante el prensado podria atribuirse tanto al impacto térmico y a una

transferencia parcial en el aceite Maier et al. (2009).

Por otro lado, comparando los aceites de semilla de uva sin tratamiento y con tratamiento
enzimatico de esta investigacion con otros aceite vegetales, los valores reportados por las
muestras de aceite analizados son superiores a los mencionados por F. Anwar et al. (2013)
para el aceite de semilla de linaza (80,61-100,50 mg AGE/Kg) obtenidos por tratamiento
enzimatico; Siger et al. (2008) para los aceites de soya (14,8mg/Kg), girasol (10,20 mg
/Kg), maiz (12,6mg/Kg), semilla de colza (13,10 mg/Kg) y salvado de arroz (14,4 mg/Kg)
extraidos por prensado en frio; Gonzales et al. (2010) en el aceite de semilla de chia
(59,20 mg/Kg); mientras que presentan valores cercanos al del aceite de oliva virgen extra
con valores entre 73-265 mg AGE/Kg, segun Pellegrini et al. (2001). Sin embargo los
rendimientos de compuestos polifendlicos son bajos para los aceites de semilla de uva
analizados, ya que estos permanecen en su mayoria en la torta de las semillas (5 - 11 g
AGE / 100 g torta de semillas) y en las multas (1-4 g AGE / 100 g multa) ademas de poder
atribuirse a la naturaleza hidréfila de los polifenoles responsables de su baja solubilidad en
el aceite (Rombauta et al.2015).

4.2.2. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS COMPUESTOS
FENOLICOS EN EL ACEITE DE SEMILLA DE UVA SIN TRATAMIENTO Y
CON TRATAMIENTO ENZIMATICO.

En el Cuadro 12 vy Figura 22 se muestra la identificacion y cuantificacién de acidos
fenolicos libres (&cido cafeico, acido cindmico y &cido galico) y flavonoides (luteolina y
hesperitina), compuestos fenolicos evaluados en el aceite de semilla de uva sin tratamiento
y con tratamiento enzimatico; siendo este ultimo obtenido de la muestra de aceite Az , que
obtuvo el mayor valor de compuestos fendlicos totales del andlisis anterior, en el cual
ademas se pudo identificar y cuantificar un mayor contenido de compuestos fendlicos

respecto al aceite sin aplicacion del tratamiento enzimatico , donde el acido cindmico
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(0,17 pg/g aceite) y acido cafeico (0,12 pg/g aceite) fueron los mas representativos en los
aceites con y sin enzimas respectivamente, mientras que el &cido gélico y la luteolina

fueron no identificados en ambos tipos de aceites.

Resultados similares en cuanto a identificacion y cuantificacién de compuestos fenolicos
en aceites extraidos mediante un tratamiento enzimatico, estéa el obtenido por Anwar et al.
(2013) para el aceite de semilla de linaza, donde el contenido de compuestos fendlicos
identificados (&cido p-hidroxibenzoico, acido vanilico y acido felurico) fueron mayores en
los aceites extraidos con asistencia enzimética frente a los aceites obtenidos por extraccion

por solventes y prensado hidraulico convencional (sin tratamiento enzimatico).

Cuadro 12: Contenido de compuestos fenolicos presentes en el aceite de semilla de

uva sin y con tratamiento enzimatico expresados en pg/g muestra

CONTENIDO EN ACEITE DE SEMILLA DE UVA (ug/g
aceite)
COMPUESTO (% £5)
SIN TRATAMIENTO CON TRATAMIENTO
ENZIMATICO ENZIMATICO
Ao A2
0,12+0,001 0,13 +0,002
Acido cafeico LD= 0,117 LD=0,11
0,11+0,004 0,17+0,001
Acido cinamico LD=0,076 LD=0,08
<0,12 <0,11
Acido galico LD=0,12 LD=0,11
<0,020 0,03+0,003
Hesperitina LD=0,02 LD=0,020
<0,25 <0,24
Luteolina LD=0,25 LD=0,24

*LD: Limite de deteccion
*Los valores + representan la desviacidn estandar para un promedio de tres repeticiones (n=3)
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*Ag: Sin tratamiento enzimatico, A,: Con tratamiento enzimético (concentracion enzimatica: 0,5 por ciento, Tiempo de incubacién: 18 horas)

*Donde a, b, ¢, d y e indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas en ambos tipos de extraccion.

Figura 22: Compuestos fenolicos presentes en el aceite de semilla de uva sin tratamiento y con tratamiento enzimatico identificados
por HPLC.



Con respecto al acido cafeico segun la Figura 23, se observa que el aceite con tratamiento
enzimatico presenta una mayor concentracion de este compuesto fendlico (0,13 pg/g de
aceite) respecto al aceite sin dicho tratamiento (0,12 pg/g de aceite), lo cual es evidenciable
estadisticamente a un nivel de significacion p<0,05% (Anexo 2) que existe diferencias

significativas en ambos aceites.

La presencia de este acido fendlico en el aceite de semilla de uva también fue reportada por
Navas (2010) para la variedad “Tempranillo Merlot” pero en concentraciones mayores
(0,56 pg/g de aceite) a las reportadas en esta investigacion. Por otro lado, en comparacion
con otros aceites de semillas oleaginosas, el aceite de semilla de nabina citado por Navas
(2010) presenta una mayor concentracion (0,17 pg/g de aceite), mientras que el de semilla
de calabaza reportado por Rezig et al. (2012) posee pequefias concentraciones (0,0039

Hg/100 g de aceite) respecto a los aceites del presente estudio.

En el caso del acido cindmico, al igual que el acido cafeico, el aceite obtenido por
tratamiento enzimatico mostré una mayor concentracion de este acido fendlico frente al
aceite extraido sin dicho tratamiento (Figura 24) en concentraciones de 0,17 y 0,11 pg/g de
aceite respectivamente, lo que revela segin pruebas estadisticas a un nivel de significacién
p<0,05% (Anexo 2) diferencias significativas en ambos aceites sobre la presencia de este

acido fendlico.

Este compuesto fendlicos también fue reportado por Navas (2010) en el aceite de semilla
de uva de la variedad Tempranillo-Merlot en concentraciones menores de 0,09 ug/g de
aceite, respecto a los aceites sin tratamiento y con tratamiento enzimatico analizados,
mientras que Tuberoso et al. (2007) no encontr6 presencia alguna de éste acido fendlico

para el aceite de semilla de uva analizado en su investigacion.
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*Donde a y b indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas en ambos tipos de extraccion.

Figura 23: Contenido de &cido cafeico presente en el aceite de semilla de uva sin tratamiento y con tratamiento enzimatico
identificados por HPLC.
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Figura 24: Contenido de acido cinamico presente en el aceite de semilla de uva sin tratamiento y con tratamiento enzimatico

identificados por HPLC.



Por otra parte, en cuanto al contenido del &cido cindmico en aceites de otras semillas
oleaginosas en comparacion al encontrado en los aceites de semilla de uva analizados,
como el aceite de girasol (0,14 pg/g de aceite ) y de linaza (0,07 pg/g de aceite) estudiados
por Navas (2010) presentan concentraciones menores a los reportados en esta investigacion
, Sin embargo los aceites de maiz (0,90 pg/g de aceite) y calabaza (1,00 pg/g de aceite)
citados por Tuberoso et al. (2007) muestran una mayor concentracién de éste &cido

fendlico.

Para la hesperitina, como se muestra en la Figura 25, seglin las pruebas estadisticas
utilizadas a un nivel de significacion p<0,05% (Anexo 2), existen diferencias significativas
en ambos aceites, siendo el aceite obtenido por tratamiento enzimatico en el cuél se
identificd a este flavonoide en una concentracién de 0,03 pg/g de aceite a diferencia de la
muestra sin tratamiento enzimatico en la cual no fue detectado ; asi mismo la presencia de
este flavonoide en el aceite de semilla de uva para la variedad Tempranillo-Merlot fue
identificada por Navas (2010) en concentraciones de 1,51 ug/g, lo cual difiere de la
cantidad cuantificada en el aceite con tratamiento enzimatico siendo esta menor a la citada

por el autor.

En cuanto al &cido galico y la luteolina, ambos compuestos fendlicos tuvieron una
presencia imperceptible para las muestras de aceite analizadas en el presente estudio, sin
embargo para el caso de la luteolina, Navas (2010) la encontrd en el aceite de semilla de
uva de la variedad Tempranillo-Merlo a una concentracion de 1,14 pg/g de aceite, mientras
que Tuberoso et al. (2007) no detectd la presencia de este flavonoide para el aceite de
semilla de uva analizado en su investigacion, siendo este resultado similar al encontrado en

el presente estudio.
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*Donde a y b indican la existencia de diferencias estadisticamente significativas en ambos tipos de extraccion.

Figura 25: Contenido de hesperitina presente en el aceite de semilla de uva sin y con tratamiento enzimatico identificados por HPLC.



4.3. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN EL ACEITE
DE SEMILLA DE UVA SIN TRATAMIENTO Y CON TRATAMIENTO
ENZIMATICO.

Para la determinacion de la capacidad antioxidante (CAOX) en las muestras de aceite de
semilla de uva analizadas, se emple6 dos métodos de ensayo: ABTS (fase lipofilica) y
DPPH (fase hidrofilica), cuyos resultados son reportados en el Cuadro 13 y Figuras 26 y 27
expresados como mmoles Trolox Equivalente (TE)/Kg de aceite, con la finalidad de
evaluar la capacidad de los antioxidantes presentes en los aceites evaluados en estabilizar

una reaccion oxidativa.

Cuadro 13: Capacidad antioxidante de las muestras de aceite de semilla de uva sin 'y
con tratamiento enzimatico evaluadas mediante los métodos ABTS y DPPH.

) ABTS LIPOFILICO DPPH
EXTRACCION ACEITE DE HIDROFILICO
mmoles TE/kg de
POR PRENSADO | SEMILLA DE - mmoles TE/kg de
X aceite (b.h) .
HIDRAULICO UVA _ aceite (b.h)
(2+95) -
(2%9)
Sin tratamiento
enzimatico (S.T.E) Ao 1,59 + 0,13 0,05 + 0,30
A 1,71+ 0,20 0,09 +0,10
Con tratamiento Ao 1,81 +0,40 0,13+0,20
enzimatico (C.T.E) As 1,78 + 0,40 0,11 +0,10
Ay 1,72+ 0,20 0,10 + 0,30

*TE: Trolox Equivalente

* Los valores + son el promedio de la desviacion estandar (n=3)

En la medida de la capacidad antioxidante (CAOX) por la técnica ABTS (fase lipofilica)
en los aceites de semilla de uva analizados, las muestras de aceite con tratamiento
enzimético presentaron mayores valores (1,71-1,81 mmoles TE/Kg de aceite) frente a la
muestra obtenida sin dicho tratamiento (1,59 mmoles TE/Kg de aceite), lo que revela

segun pruebas estadisticas a un nivel de significacion p<0.05% (ver Anexo 2) que existen
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diferencias significativas en las muestras de aceite analizadas en funcion a la aplicacién del

tratamiento enzimatico en el proceso de extraccion del aceite.

En cuanto a los valores reportados de las muestras de aceites analizadas por este método
comparado al de otros autores como: Bail, et al. (2008), para los aceites de semilla de uva
de las variedades Schilder (1,72 mmol TE/Kg de aceite), Carbernet Sauvignon (4,64 mmol
TE/Kg de aceite), Merlot (3,48 mmolTE /Kg de aceite) y Zweigelt (2,88 mmol TE/Kg de
aceite) extraido por prensado en frio, Berradre et al. (2014) para la variedad Tempranillo
(36,8 mmol TE/Kg de aceite), presentaron valores mayores a los aceites de semilla de uva
sin tratamiento y con tratamiento enzimatico analizados, a excepcion de la variedad
Schilder (Bail et al. 2008) que presentd un valor menor a los aceites extraidos con
asistencia enzimatica. Sin embargo los valores reportados por Fernandes et al. (2013) que
determinaron la capacidad antioxidante del aceite de semilla de uva de las variedades Tinto
Cao, Aragones, Touriga Nacional, Tinta Carnalha, Cornifesto, Periquita y Tinta Barroca
procedentes de Portugal con valores de 0,518; 0,532; 0,528; 0,524; 0,425; 0,522; 0,532;
0,525 y 0,363 mmoles TE/Kg de aceite respectivamente, fueron menores a las muestras de
aceite de semilla de uva sin tratamiento (1,59 mmol TE/Kg de aceite) y con tratamiento
enzimatico (1,71-1,81lmmol TE/Kg de aceite) analizados del presente estudio. Esta
diferencia de valores encontradas puede deberse a factores tales como: variedad de uva, el
area de produccion, la climatologia, técnicas agricolas que tienen un efecto sobre el
contenido de fenoles totales y a su vez sobre la actividad antioxidante (Fernandez-Pachén
et al., 2006).
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Figura 26: Capacidad antioxidante (mmoles TE/Kg de aceite) en el aceite de semilla de uva obtenido sin tratamiento y con tratamiento
enzimatico segun el método ABTS (fase lipofilica).



Con respecto a los valores del aceite de semilla de uva analizados en comparacion con
otros aceites vegetales utilizando este meétodo, estan los obtenidos por Pellegrini et al.
(2001) en el aceite de oliva virgen (1,53 mmol TE/Kg de aceites) y en el aceite de oliva
virgen extra (1,79 mmol TE/Kg de aceite), los cuales son cercanos a los aceites de semilla

de uva extraidos sin y con aplicacion enzimatica analizados.

En lo referente a la medida de la capacidad antioxidante (CAOX) por la técnica DPPH
(fase hidrofilica) en los aceites de semilla de uva analizados, las muestras de aceite con
tratamiento enzimatico presentaron mayores valores (0,09-0,13 mmoles TE/Kg de aceite)
respecto al aceite obtenido sin la aplicacién enzimatica (0,05 mmoles TE/Kg de aceite), lo
que indica segun pruebas estadisticas a un nivel de significacion p<0.05% (ver Anexo 2)
que existen diferencias significativas en las muestras de aceite analizadas en funcion a la

aplicacion del tratamiento enzimatico en el proceso de extraccion del aceite.

Respecto a los valores CAOX determinados por el método DPPH a los aceites de semilla
de uva analizados, en comparacién al reportado por otras investigaciones como Tuberoso
et al. (2007) present6 un valor mayor de 0,26 mmol TE/Kg de aceite, frente a los obtenidos
por los aceites de semilla de uva sin tratamiento (0,05 mmol TE/Kg de aceite) y con
tratamiento enzimatico (0,09-0,13 mmol TE/Kg) evaluados. Y en comparacion con otros
aceites vegetales, como el aceite de cacahuate de 0,08 mmol TE/Kg (Tuberoso et al., 2007)
y el aceite de argén extraido semi-industrialmente de 0,19 mmol TE/Kg (Marfil 2008), los
aceites de semilla de uva estudiados con asistencia enzimatica presentan valores superiores

a los reportados por los autores antes citados para estos aceites vegetales.
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Figura 27: Capacidad antioxidante (mmoles TE/Kg de aceite) en el aceite de semilla de uva obtenido sin tratamiento y con tratamiento

enzimatico segun el método DPPH hidrofilico.



Al igual que los valores obtenidos para el analisis de compuestos fenolicos como el de
capacidad antioxidante evaluadas por los métodos ABTS y DPPH, los valores reportados
por ambos analisis demuestran que la aplicacion del tratamiento enzimatico tiende a un
aumento de la capacidad antioxidante en los aceites de ambas semillas respecto a su
extraccion convencional, lo cual segin Meyer et al. (1998), hace atribucion a que la accién
enzimética mejora la extraccion de compuestos fenolicos con capacidad antioxidante, por
lo que el empleo de enzimas en la extraccion de aceites vegetales tiene un efecto positivo
en el aumento de la capacidad antioxidante y por ende también en la de sus compuestos

fendlicos.

Los valores de la capacidad antioxidante total obtenidos en los aceites de semilla de uva
sin tratamiento y con tratamiento enzimatico, tras aplicar el método ABTS muestran un
mayor valor respecto a los obtenidos por el método DPPH, donde para el método ABTS se
analiza la parte el aceite directamente diluido en hexano, mientras que para el DPPH es el
extracto metanolico o fase hidrofilica, el cual es utilizado por muchos autores para evaluar
la capacidad antioxidante de diferentes alimentos (Marfil 2008), obtenida de un tratamiento

previo con solventes al aceite.

Segun Marfil (2008) el n-hexano efectla una dilucion del aceite y no un proceso de
extraccion, caso del metanol. Pellegrini et al. (2003) citado por Marfil (2008) indica que al
diluir el aceite en n-hexano se valora la contribucion de todos los antioxidantes presentes
(compuestos fenodlicos, tocoferoles y carotenoides), ademas de la distinta reactividad de los
compuestos antioxidantes en los dos medios utilizados, metanol y n-hexano, por lo que los
valores reportados en mediante el método ABTS son mayores a los obtenidos por el
método DPPH.

Por otro lado, Frankel y Meyer (2000) mencionan que la CAOX de los alimentos depende
de muchos factores, incluyendo las caracteristicas de los sustratos involucrados en la
reaccion oxidante, las condiciones y etapas de la oxidacion del tipo de antioxidante,
ademas de que la CAOX medida en una muestra también también depende de la tecnologia
empleada y del generador de radicales libres u oxidantes empleados en la medicion y la
velocidad de reaccion de los antioxidantes para estabilizar una reaccion oxidativa (Rice-
Evans et al.; Huaman, citado por Necochea 2012). Complementariamente Huang et al.

(2005) citado por Necochea (2012) indican que los valores numéricos de la CAOX estan
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sujetos al mecanismo de reaccién quimica involucrado en el ensayo, por lo tanto las
diferencias numéricas entre los dos métodos de ensayo de CAOX pudieron verse afectados

por los cualquiera de los factores antes mencionados.

La capacidad antioxidante también se relaciona con las caracteristicas de calidad del
aceite, donde a existencia de un “mayor indice de perdxidos menor serd la capacidad
antioxidante de un aceite” (HANNA 2016), lo cual se puede observar que la muestra A
(ver Cuadro 14) con respecto a las demas muestras de aceite con tratamiento enzimatico
presenta el menor valor de indice de peroxidos , pero un valor mayor en capacidad
antioxidante; lo cual, si bien el tratamiento enzimético aumenta este indices de calidad en
las muestras de aceite , estas se encuentran dentro de los parametros dados por el CODEX-
STAN (1999) y por la presencia una alta capacidad antioxidante tienen la “capacidad de

inhibir la peroxidacion lipidica” (Fito 2003).

Cuadro 14: Capacidad antioxidante respecto al indice de perdxidos evaluado en las

muestras de aceite de semilla de uva sin y con tratamiento enzimatico.

ACEITES CARACTERISTICA DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
DE CALIDAD (mmoles TE/Kg de aceite)
SEMILLA INDICE DE PEROXIDOS

DE UVA (m.e.q O2/Kg de aceite) ABTS DPPH

Ao 7,24+0,06 1,59+0,13 0,05+0,30
A1 11,90+0,60 1,71+0,20 0,09+0,10
Az 9,93 0,14 1,81+0,40 0,13+0,20
As 10,90+0,51 1,78+0,40 0,11+0,10
As 11,24+0,60 1,7240,20 0,10+0,30
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4.4. ANALISIS DEL CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES Y
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE RESPECTO AL RENDIMIENTO DE
EXTRACCION EN EL ACEITE DE SEMILLA DE UVA SIN Y CON
TRATAMIENTO ENZIMATICO.

En las Figuras 28, 29 y 30 se muestra los rendimientos de extraccion del aceite de semilla
de uva por extraccion convencional (sin enzimas) y con tratamiento enzimatico, respecto a
los valores de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante obtenidos de las muestras de
aceite analizadas, observandose que el contenido de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante aumenta con respecto al rendimiento de extraccion dado, siendo esto
corroborado por el coeficiente de correlacion Pearson, donde sus coeficientes de
correlacion (r ) son mayores a cero (r>0) , existiendo por lo tanto una correlacion positiva
entre los valores evaluados. Por otro lado, se muestra la accion positiva del tratamiento
enzimatico, sobre el rendimiento y el aumento de compuestos fendlicos totales y capacidad
antioxidante respecto a un prensado hidraulico convencional, siendo la muestra de aceite
con 0,5 por ciento de concentracién enzimatica, relacion materia prima: agua (2:1) y
tiempo de incubacion de 18 horas (A2), el que obtuvo el mejor valor de las muestras

analizadas.
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aceite de semilla de uva sin tratamiento y con tratamiento enzimatico.
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de semilla de uva sin tratamiento y con tratamiento enzimatico.



La actividad enzimatica de la celulasa observada en los aceites analizados, es explicado
por Chacén y Waliszewski (2005), quienes mencionan que el uso de algunos preparados
celulosicos en el proceso de extraccion ha tenido un efecto positivo sobre el rendimiento de
extraccion del aceite, y a su vez durante la extraccion puede liberarse compuestos
antioxidantes a través de la membrana semipermeable, los cuales impiden la oxidacion del
aceite; asi también Garrido et al., citado por Chacén y Waliszewski (2005), menciona el
efecto positivo de los preparados enzimaticos para la extraccion del aceite de oliva, donde
atribuye la capacidad de las enzimas de degradar los componentes de la pared celular del

olivo, lo cual facilitd y mejord la extraccion de los compuestos fenolicos en el aceite.

En cuanto a las variables de tiempo y temperatura de incubacion del tratamiento
enzimatico, se observa en las figuras antes presentadas, que a una concentracion /s del 2
por ciento y tiempo de 18 horas, el rendimiento y por ende el contenido de fenoles y
capacidad antioxidante disminuyen respecto a las demds muestras de aceite con
tratamiento enzimatico analizados. Este efecto fue estudiado por Farah et al. (2013) en el
aceite de cebolla tratado enziméaticamente, respecto al contenido de fenoles a diferentes
enzimas, temperatura y tiempo de incubacion; del cual resulto que para la mezcla amilasa y
celulasa (2 por ciento) con temperaturas de incubacion 35 °C y 50 °C para 8y 16 horas
(por cada temperatura) obtuvieron mejores valores en fenoles totales con 5,90 mg/mL
para 35 °C y 8 horas y 5,50 mg /mL con 50 °C y 16 horas ; sin embargo a un tiempo
mayor a 24 horas y a temperaturas de 35 °C, 50 °C y 65 °C para adelante disminuye el
rendimiento y por ende el contenido de fenoles en el aceite; por lo que al aumentar el
aumentar el tiempo de incubacién o extraccion por encima de 16 horas podria bajar la

actividad enzimatica, dependiendo de las condiciones dadas.

En cuanto a la concentracion y tipo de enzima empleada, es importante recalcar que los
tipos de enzimas que se emplean también tienen mucha influencia en la extraccion y
compuestos fendlicos, ya que si bien pueden tener un buen rendimiento en extraccion , su
contenido de fenoles extraido puede ser menor , como es el caso para el aceite de linaza
citado por (F. Anwar et al. 2013), donde se aplicoO tres enzimas diferentes a
concentraciones del 2 por ciento, a 40 °C por un tiempo de 6 horas al 50 por ciento de
humedad, de las cuales los valores en rendimiento por cantidad de aceite extraido fueron
38 por ciento (Viscozyme L), 35,20 por ciento (Feedzyme) y 36,50 por ciento (Kemzyme)

, sin embargo el contenido de fenoles totales (mg AGE/100 g) y actividad antioxidante (%
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DPPH) en el aceite son: 10,50 mg AGE/100 g, 50,03 por ciento (Viscozyme L); 9,70 mg
AGE/100 g, 45,30 por ciento (Feedzyme) y 8,61 mg AGE/100 g, 43,01 por ciento
(Kemzyme), donde la enzima Kemzyme a pesar de tener un mayor rendimiento en
extraccion del aceite , presenta el menor valor de fenoles totales y actividad antioxidante
del grupo; por lo que el tipo de enzima asi como la concentracion empleada puede tener un
comportamiento inverso o directo respecto al contenido de fenoles antioxidantes, lo cual
para el presente estudio no fue el caso; haciendo hincapié a lo citado anteriormente por
Chacon y Waliszewski (2005) , donde mencionan que la actividad enzimatica depende de
las condiciones de predisgestion (contenido de humedad de la semilla, concentracién de
enzima e hidrolisis enzimatica) que se le dé a la respectiva materia prima oleoginosa antes

de su extraccion.
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V. CONCLUSIONES

El mayor contenido de compuestos fendlicos totales en los aceites de semilla de uva
fueron los tratados enziméaticamente, siendo la muestra de aceite A2 la que obtuvo el

mayor valor con 279,19 mg AGE/Kg frente a las demas muestras analizadas.

Se logroé identificar y cuantificar la mayor presencia de compuestos fendlicos en el
aceite de semilla de uva por tratamiento enziméatico como: acido caféico (0,13 pg/g
aceite), acido cindmico (0,17 pg/g aceite) y hesperitina (0,03 pg/g aceite), frente al
aceite sin enzimas con valores menores de 0,12 y 0,11 pg/g aceite para los acidos

cafeico y cinamico, respectivamente.

La mayor capacidad antioxidante determinado en el aceite de semilla de uva por el
método ABTS (fase lipofilica) fueron en el tratamiento enzimatico, donde la muestra
de aceite A fue la que obtuvo el mayor valor (1,81 mmoles TE/Kg) respecto a las

demas muestras analizadas.

La mayor capacidad antioxidante por el método DPPH (fase hidrofilica) fue en los
aceites de semilla de uva con tratamiento enzimatico, donde la muestra de aceite A
fue la que presentd el mayor valor (0,13 mmoles TE/Kg) respecto a las demas

muestras de aceite evaluadas.

Los valores de capacidad antioxidante reportados por el método ABTS fueron
mayores a los del método DPPH, debido a la fase y condiciones de analisis evaluadas

por ambas técnicas.

El rendimiento de extraccion presentd una relacion directa respecto al contenido de
compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante, donde los aceites con mayor
rendimiento en extraccion fueron los que tuvieron valores mayores en los analisis

antes mencionados.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio mas profundo para identificar y cuantificar la mayor cantidad de
compuestos fendlicos totales presentes en el aceite de semilla de uva por la
metodologia HPLC o Espectro-Masa.

Evaluar la capacidad antioxidante mediante otros métodos: ORAC, FRAP; asi como
también mediante técnicas in vivo; con el fin de tener un estudio mas detallado de

esta capacidad en el aceite de semilla de uva.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1. CURVAS ESTANDAR Y CROMATOGRAMAS PARA LA
DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS Y CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE.

a. Curva Estandar para los compuestos fendlicos totales en el aceite de semilla de

uva.
Curva Estandar de Acido Galico
300
250 y =754.11x - 2.7158
R2=0.9993
200 i
= Curva Estandar de
] Pl L.
QO 150 Acido Galico
e
100 ITineaI (Cu rva
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0.000 0.100 0.200 0.300 0.400
Absorvancia a 725nm
Y=754.11 (Abs) — 2.7158
Donde:

Y: mg de acido galico equivalente/L (mgAGE/L)
Abs: Absorvancia a 725 nm



b. Curva Estdndar para los compuestos fendlicos por HPLC en el aceite de

semilla de uva.

b.1 Curva estandar de acido cafeico para su cuantificacion en el aceite de
semilla de uva.

Curva de acido cafeico
90000.0

80000.0

70000.0

60000.0 y =102431x + 603.4

Area

40000.0

30000.0

20000.0

10000.0

0.0

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
Concentracion acido cafeico (ug/ml)

Y=102431 X - 603.4

Donde:

Y: Area del pico cromatogréfico

X: Concentracién en pg/mL
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b.2 Curva estandar de &cido cinamico para su cuantificacion en el aceite de
semilla de uva.

Curva de acido cindmico
700000.0

600000.0

500000.0

400000.0
y =523292x + 6094.9
R2=10.9995

AREA

300000.0

200000.0

100000.0

0.0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentracion acido cinamico (ug/ml)

Y=102431 X — 603.4

Donde:
Y: Area del pico cromatografico

X: Concentracion en pg/mL
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b.3 Curva estandar de acido gélico para su cuantificacion en el aceite de semilla
de uva.

Curva acido galico
9000000

8000000
7000000
6000000

5000000 y = 4E+0.6x + 79423

<
v R2 = 0.9997

<C 4000000
3000000
2000000
1000000

0

0 0.5 1 15 2 2.5
Concentracién acido galico (ug/ml)

Y=4E+ 0.6X + 79423

Donde:
Y Area del pico cromatografico

X: Concentracion en pg/mL
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b.4 Curva estandar de hesperitina para su cuantificacion en el aceite de semilla

de uva.
Curva de hesperitina
60000.0
50000.0
40000.0
E 30000.0 y =103272x - 449.28
= ' R2=0.9999
20000.0
10000.0
0.0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Concentracion hesperitina (ug/ml)
Y=103272X — 449.28
Donde:

Y: Area del pico cromatografico

X: Concentracion en pg/mL
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b.5 Curva estandar de Luteolina para su cuantificacion en el aceite de semilla de
uva.

Curva de luteolina
120000.0

100000.0

80000.0

y = 58583x - 5957.8

60000.0 R2=0.9984

AREA

40000.0

20000.0

0.0

0 0.5 1 15 2 2.5
Concentracion luteolina (ug/ml)

Y=58583X —5957.8

Donde:
Y: Area del pico cromatografico

X: Concentracion en pg/mL

99



c. Curva estandar para la determinacion de la capacidad antioxidante.

c.1 Curva estandar de trolox para determinar la capacidad antioxidante en el aceite
mediante el método ABTS.

Curva Estandar de Capacidad Antioxidante ABTS

0.45
0.4 e
0.35 '

0.25
0.2
0.15

pmol TROLOX/mL

0.1
0.05

0.000 0.200

Donde:

0.3 e,

y:

0.400 0.600 0.800
Absorvancia 734nm

Y=

-0.7287 (AAbs) + 0.4885

Y: umol de Trolox Equivalente/mL

AAbs: Absorbancia a 734nm
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Lineal (Curva Estandar
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c.2 Curva estandar para determinar la capacidad antioxidante en el aceite
mediante el método DPPH.

Curva Estandar Capacidad Antioxidante DPPH

0.45
0.4
- 035 y = -0.3585x + 0.5725
£ R2 = (0.9999
< 03
S') 0.25
8 .
— 02 Curva
§ Estandar de
g 0.15 Cap_acigjad
3 o1 Antioxidante
Lineal (Curva
0.05 Estandar de
Capacidad
0 Antioxidante)
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000
Absorvancia a 520nm
Y=-0.3585 (AAbs) + 0.5725
Donde:

Y: umol de Trolox Equivalente/mL

AAbs: Absorbancia a 520 nm
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Mili unidades de absorbancia
mAU

d. Cromatograma para la identificacion y cuantificacion de acidos fendlicos y flavonoides en el aceite crudo de semilla de uva
sin tratamiento y con tratamiento enzimaético
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Mili unidades de absorbancia

mAU

d.2 Con tratamiento enziméatico
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ANEXO 2: ANALISIS ESTADISTICO

Pruebas estadisticas para la comparacion de los compuestos fenolicos y capacidad

antioxidante en los aceites de semilla de uva extraidos con y sin tratamiento enzimatico.

a. Andlisis de Varianza (ANOVA) simple para compuestos fenolicos totales por

Tratamientos (tipo de extraccion).

Datos de entrada para el ANOVA.

e Variable dependiente: Compuestos fendlicos
e Factor: Tratamientos

e NuUmero de observaciones: 15

e NuUmero de niveles: 5

Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza de un factor para Compuestos fenolicos.
Construye varias pruebas y gréaficas para comparar los valores medios de Compuestos
fendlicos para los 5 diferentes niveles de Tratamientos. La prueba-F en el cuadro ANOVA
determinara si hay diferencias significativas entre las medias. Si las hay, las Pruebas de
Rangos Multiples le diran cuéles medias son significativamente diferentes de otras. Si le
preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir la Prueba de Kruskal-Wallis la cual
compara las medianas en lugar de las medias. Las diferentes graficas le ayudaran a juzgar
la significancia practica de los resultados, asi como le permitirdn buscar posibles

violaciones de los supuestos subyacentes en el analisis de varianza.

Tabla ANOVA para Compuestos Fendlicos por Tratamientos.

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
Entre 52203,3 4 13 050,8 309,82 0,0000
grupos
Intra 421,246 10 42,1246
grupos
Total 52624,6 14
(Corr.)

El cuadro ANOVA descompone la varianza de Compuestos fendlicos en dos componentes:
un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este
caso es igual a 309,815, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-

de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
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estadisticamente significativa entre la media de Compuestos fendlicos entre un nivel de
Tratamientos y otro, con un nivel del 95,0% de confianza. Para determinar cuales medias
son significativamente diferentes de otras, se seleccion0 la Pruebas de Mdltiples Rangos,

de la lista de Opciones Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para compuestos fendlicos por tratamientos.

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Grupos
Homogéneos
Uva por EX. 3 127,525 |X
Convencional
Uva Celulasa 0.5% 4h |3 148,473 | X
Uva Celulasa 2% 18h |3 179,475 X

3
3

Tratamientos Casos | Media

Uva Celulasa 2% 4h 253,21 X
Uva Celulasa 0.5% 18h 279,185 X

Contraste Sig. | Diferencia

Uva Celulasa 0,5% 18h - Uva Celulasa * 130,712
0,5% 4h

Uva Celulasa 0,5% 18h - Uva Celulasa * 99,7101
2% 18h

Uva Celulasa 0,5% 18h - Uva Celulasa * 25,9749
2% 4h

Uva Celulasa 0,5% 18h - Uva por Ex. * 151,66

Convencional
Uva Celulasa 0,5% 4h - Uva Celulasa 2% | * -31,0023

18h

Uva Celulasa 0,5% 4h - Uva Celulasa 2% | * | -104,737
4h

Uva Celulasa 0,5% 4h - Uva por Ex. * 20,9475

Convencional
Uva Celulasa 2% 4h - Uva Celulasa 2% * 73,7352

18h

Uva Celulasa 2% 4h - Uva por Ex. * 125,685
Convencional

Uva Celulasa 2% 18h - Uva por Ex. * 51,9498

Convencional
* indica una diferencia significativa.
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Este cuadro aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéles
medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las
diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los
10 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un
nivel del 95,0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 5
grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna
de X's. EI método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de comparacion maltiple de Duncan. Con este método hay un riesgo del
5,0% al decir que uno 0 mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia

real es igual a 0.

Verificacion de varianza

Prueba Valor-P
Levene's 0,0543478 0,993586
Comparacion Sigmal | Sigma2 | F-Ratio | P-Valor

Uva Celulasa 0,5% 18h / Uva Celulasa 2% 18h| 5,23268 | 6,65063 |0,619048| 0,7647

Uva Celulasa 0,5% 18h / Uva Celulasa 2% 4h | 5,23268 | 7,67948 |0,464286| 0,6341

Uva Celulasa 0,5% 18h / Uva Celulasa 0.5% 5,23268 | 6,32601 (0,684211| 0,8125
4h

Uva Celulasa 0,5% 18h / Uva por EX. 5,23268 | 6,32601 (0,684211| 0,8125
Convencional

Uva Celulasa 0,5% 4h / Uva Celulasa 2% 18h | 6,65063 | 6,32601 | 1,10526 | 0,9500

Uva Celulasa 0,5% 4h / Uva Celulasa 2% 4h 7,67948 | 6,32601 | 1,47368 | 0,8085

Uva Celulasa 0,5% 4h / Uva por Ex. 6,65063 | 6,32601 | 1,10526 | 0,9500
Convencional

Uva Celulasa 2% 18h / Uva Celulasa 2% 4h 6,65063 | 7,67948 0,75 0,8571

Uva Celulasa 2% 18h / Uva por Ex. 6,32601 | 6,32601 1,0 1,0000
Convencional
Uva Celulasa 2% 4h / Uva por Ex. 7,67948 | 6,32601 | 1,47368 | 0,8085

Convencional
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El estadistico mostrado en esta tabla evalta la hip6tesis de que la desviacion estandar de
compuestos fendlicos dentro de cada uno de los 5 niveles de Tratamientos es la misma. De
particular interés es el valor-P. Puesto que el valor-P es mayor o igual que 0,05, no existe
una diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un nivel
del 95,0% de confianza. El cuadro también muestra una comparacion de las desviaciones
tipicas para cada par de muestras. P-valores por debajo de 0,05, de los cuales hay O,
indican una diferencia estadisticamente significativa entre las dos sigmas al 5% de nivel de

significacion.

b. Analisis de Varianza (ANOVA) simple para contenido de compuestos fendlicos

por tipo de compuesto.

Datos de entrada para el ANOVA.

Variable dependiente: contenido (ug/g muestra)
Factor: compuesto

NuUmero de observaciones: 6

NUmero de niveles: 2

Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza de un factor para contenido. Construye
varias pruebas y graficas para comparar los valores medios de contenido para los 2
diferentes niveles de compuesto. La prueba-F en la tabla ANOVA determinara si hay
diferencias significativas entre las medias. Si las hay, las Pruebas de Rangos Multiples le
diran cuales medias son significativamente diferentes de otras. Si le preocupa la presencia
de valores atipicos, puede elegir la Prueba de Kruskal-Wallis la cual compara las medianas
en lugar de las medias. Las diferentes graficas le ayudaran a juzgar la significancia
practica de los resultados, asi como le permitiran buscar posibles violaciones de los

supuestos subyacentes en el analisis de varianza.
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b.1 Acido cafeico

Cuadro ANOVA por contenido de compuesto fendlico.

Fuente Suma de Gl [Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre
0,000 096 1 0,000096 96,00 0,0006
grupos
Intra 0000004 | 4| 0,000001
grupos
Total
(Corr.) 0,0001 5

El cuadro ANOVA descompone la varianza de contenido en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso
es igual a 96,0, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-
grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de contenido entre un nivel de compuesto y
otro, con un nivel del 95,0% de confianza. Para determinar cuales medias son

significativamente diferentes de otras, se seleccioné la Prueba de Multiples Rangos, de la

lista de Opciones Tabulares.

Prueba de maltiples rangos para contenido por compuesto.

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

compuesto Casos |Media GrUp,OS
Homogéneos
Acido cafeico (sin trat. 3 (0,118 X
Enzimatico)
Acido cafeico (con trat. 3 10,126 X
Enzimatico)
Contraste Sig. | Diferencia
Acido cafeico (con trat. Enzimatico) - Acido cafeico * 0,008
(sin trat. Enzimatico)

+/-
Limites
0,0022669
6

* indica una diferencia significativa.
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Este cuadro aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéles
medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las
diferencias estimadas entre cada par de medias. Se ha colocado un asterisco junto a 1 par,
indicando que este par muestra diferencias estadisticamente significativas con un nivel del
95,0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos
homogéneos segin la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna
de X's. EI método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método
hay un riesgo del 5,0% al decir que uno o méas pares son significativamente diferentes,

cuando la diferencia real es igual a 0.
b.2 Acido cinamico

Cuadro ANOVA para contenido por compuesto.

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre 0,005046 1 0,005046 5046,00 0,0000
grupos
Intra 0,000004 4 0,000001
grupos
Total 0,00505 5
(Corr.)

El cuadro ANOVA descompone la varianza de contenido en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este
caso es igual a 5046,0 es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado
dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de contenido entre un nivel de
compuesto y otro, con un nivel del 95,0% de confianza. Para determinar cuéles
medias son significativamente diferentes de otras, se selecciond la Prueba de

Multiples Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.
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Prueba de maltiples rangos para contenido por compuesto.

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Compuesto Casos |Media|Grupos
Homogéneos
Acido cinamico (sin trat. Enzimatico) 3 10,115 X
Acido cindmico (con trat. Enzimatico) 3 (0,173 X
Contraste Sig. |Diferencia
Acido cinamico (con trat. Enzimatico) - Acido cinamico (sin | * 0,058
trat. Enzimatico)

+/- Limites

0,00226696

* indica una diferencia significativa.

Este cuadro aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéles
medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las
diferencias estimadas entre cada par de medias. Se ha colocado un asterisco junto a 1 par,
indicando que este par muestra diferencias estadisticamente significativas con un nivel del
95,0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos
homogéneos segin la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna
de X's. EI método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método
hay un riesgo del 5,0% al decir que uno 0 mas pares son significativamente diferentes,

cuando la diferencia real es igual a 0.
b.3 Hesperitina

Cuadro ANOVA para contenido por compuesto.

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Raz6n-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos | 0,0018375 1| 0,0018375 3675,00 0,0000

Intra grupos 0,000002 4 5E-7

Total (Corr.) | 0,0018395 5
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El cuadro ANOVA descompone la varianza de contenido en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso
es igual a 3675,0 es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-
grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de contenido entre un nivel de compuesto y
otro, con un nivel del 95,0% de confianza. Para determinar cuéles medias son
significativamente diferentes de otras, se seleccion0 la Prueba de Multiples Rangos, de la

lista de Opciones Tabulares.

Prueba de maltiples rangos para contenido por compuesto.

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Compuesto Casos |Media Grup/os
Homogéneos

Hesperitina (sin trat. 3 0 X
Enzimatico)
Hesperitina (con trat. 3 10,035 X
Enzimatico)

Contraste Sig. Diferencia | +/- Limites
Hesperitina (con trat. Enzimatico) — * 0,035 0,00160299
Hesperitina (sin trat. Enzimatico)

* indica una diferencia significativa.

Este cuadro aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéles
medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las
diferencias estimadas entre cada par de medias. Se ha colocado un asterisco junto a 1 par,
indicando que este par muestra diferencias estadisticamente significativas con un nivel del
95,0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado dos grupos
homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna
de X's. EI método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método
hay un riesgo del 5,0% al decir que uno o méas pares son significativamente diferentes,
cuando la diferencia real es igual a 0.
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c. Analisis de Varianza (ANOVA) simple para capacidad antioxidante por

Tratamientos (tipo de extraccion).

Datos de entrada para el ANOVA.

Variable dependiente: Capacidad antioxidante

Factor: Tratamientos

Numero de observaciones: 15

NuUmero de niveles: 5

Este procedimiento ejecuta un andlisis de varianza de un factor para Capacidad
antioxidante. Construye varias pruebas y graficas para comparar los valores medios de
Capacidad antioxidante para los 5 diferentes niveles de Tratamientos. La prueba-F en la
tabla ANOVA determinara si hay diferencias significativas entre las medias. Si las hay, las
Pruebas de Rangos Multiples le dirdn cuales medias son significativamente diferentes de
otras. Si le preocupa la presencia de valores atipicos, puede elegir la Prueba de Kruskal-
Wallis la cual compara las medianas en lugar de las medias. Las diferentes gréficas le
ayudaran a juzgar la significancia practica de los resultados, asi como le permitiran buscar

posibles violaciones de los supuestos subyacentes en el analisis de varianza.

c.1 Método ABTS.

Cuadro ANOVA para capacidad antioxidante por tratamientos

Suma de Cuadrado ,

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre 0,0800052 4 | 0,0200013 472,90 0,0000
grupos
Intra 0,000422946 | 10|0,0000422946
grupos
Total 0,0804281 14
(Corr.)
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El cuadro ANOVA descompone la varianza de Capacidad antioxidante en dos
componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-
F, que en este caso es igual a 472,904, es el cociente entre el estimado entre-grupos vy el
estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe
una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Capacidad antioxidante
entre un nivel de Tratamientos y otro, con un nivel del 95,0% de confianza. Para
determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de

Multiples Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Pruebas de Multiple Rangos para Capacidad antioxidante por Tratamientos.

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Tratamientos Casos| Media H Grup,os
0mogéneos

Uva por Ex. 3 1,59828|X

Convencional

Uva Celulasa 0,5% 4h |3 1,70728| X

Uva Celulasa 2% 18h |3 1,72442| X

Uva Celulasa 2% 4h |3 1,77831 X

Uva Celulasa 0,5% |3 1,81138 X

18h

Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites

Uva Celulasa 0,5% 18h - Uva Celulasa 0.5% 4h | * | 0,104097 | 0,0118315
Uva Celulasa 0,5% 18h - Uva Celulasa 2% 18h | * | 0,0869513 | 0,0118315
Uva Celulasa 0,5% 18h - Uva Celulasa 2% 4h * 0,033066 | 0,0118315
Uva Celulasa 0,5% 18h - Uva por EXx. * | 0,213092 | 0,0118315
Convencional
Uva Celulasa 0,5% 4h - Uva Celulasa 2% 18h * 1-0,0171453 | 0,0118315
Uva Celulasa 0,5% 4h - Uva Celulasa 2% 4h * 1-0,0710307 | 0,0118315
Uva Celulasa 0,5% 4h - Uva por Ex. * | 0,108995 | 0,0118315
Convencional
Uva Celulasa 2% 18h - Uva Celulasa 2% 4h * 1-0,0538853 | 0,0118315
Uva Celulasa 2% 18h - Uva por Ex. * | 0,180026 | 0,0118315
Convencional
Uva Celulasa 2% 4h - Uva por Ex. * |1 0,126141 | 0,0118315
Convencional

* indica una diferencia significativa.
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Este cuadro aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéles
medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra
las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de
los 10 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con
un nivel del 95,0% de confianza. En la parte superior de la pégina, se han identificado 5
grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna
de X's. EI método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia minima significativa Duncan. Con este método hay un riesgo
del 5,0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la

diferencia real es igual a 0.

Verificacién de Varianza.

Valor-P
0,311757

Prueba
1,36957

Levene's

- . . ) P-

Comparacion Sigmal Sigma2 F-Ratio Valor
Uva Celulasa 0,5% 18h / Uva Celulasa 0,003674 |0,00212118 |3,0 0,5000
0.5% 4h
Uva Celulasa 0,5% 18h / Uva Celulasa 0,003674 |0,00212118 |3,0 0,5000
2% 18h
Uva Celulasa 0,5% 18h / Uva Celulasa 0,003674 |0,003674 |1,0 1,0000
2% 4h
Uva Celulasa 0,5% 18h / Uva por EX. 0,003674 |0,0132468 |0,0769231 (0,1429
Convencional
Uva Celulasa 0,5% 4h / Uva Celulasa 2% {0,00212118 |0,00212118 |1,0 1,0000
18h
Uva Celulasa 0,5% 4h / Uva Celulasa 2% [0,003674 |0,00212118 |3,0 0,5000
4h
Uva Celulasa 0,5% 4h / Uva por EX. 0,00212118 |0,0132468 (0,025641 |0,0500
Convencional
Uva Celulasa 2% 18h / Uva Celulasa 2% [0,003674 |0,00212118 |3,0 0,5000
4h
Uva Celulasa 2% 18h / Uva por EXx. 0,003674 |0,0132468 |0,0769231 (0,1429
Convencional
Uva Celulasa 2% 4h / Uva por Ex. 0,00212118 |0,0132468 (0,025641 |0,0500
Convencional
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El estadistico mostrado en esta tabla evalta la hipdtesis de que la desviacion estdndar de
Capacidad antioxidante dentro de cada uno de los 5 niveles de Tratamientos es la misma.
De particular interés es el valor-P. Puesto que el valor-P es mayor o igual que 0,05, no
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un

nivel del 95,0% de confianza.

El cuadro también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de
muestras. P-valores por debajo de 0,05 de los cuales hay 2, indican una diferencia
estadisticamente significativa entre las dos sigmas al 5% de nivel de significacion.

c.1 Método DPPH.

Cuadro ANOVA para Capacidad antioxidante por tratamientos

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Cuadrados
Entre 0,00940829 4 10,00235207 649,02 0,0000
grupos
Intra 0,0000362402 |10 |0,00000362402
grupos
Total 0,00944453 14
(Corr.)

El cuadro ANOVA descompone la varianza de Capacidad antioxidante en dos
componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-
F, que en este caso es igual a 649,023 es el cociente entre el estimado entre-grupos v el
estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05 existe
una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Capacidad antioxidante
entre un nivel de Tratamientos y otro, con un nivel del 95,0% de confianza. Para
determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de

Multiples Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.
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Pruebas de Multiple Rangos para Capacidad antioxidante por Tratamientos.

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Tratamientos Casos| Media Grup,os
Homogéneos
Uva por EXx. 3 0,05316 (X
Convencional
Uva Celulasa 0,5% 4h |3 0,093884 | X
2
Uva Celulasa 2% 18h |3 0,10024 X
Uva Celulasa 2% 4h |3 0,111775 X
Uva Celulasa 0,5% |3 0,128253 X
18h
Contraste Sig. |Diferencia |[+/- Limites
Uva Celulasa 0,5% 18h - Uva Celulasa * 10,0343684 |0,00346332
0.5% 4h
Uva Celulasa 0,5% 18h - Uva Celulasa * 10,0280126 |0,00346332
2% 18h
Uva Celulasa 0,5% 18h - Uva Celulasa * 10,016478 |0,00346332
2% 4h
Uva Celulasa 0,5% 18h - Uva por Ex. * 10,0750926 |0,00346332
Convencional
Uva Celulasa 0,5% 4h - Uva Celulasa 2% | * [-0,0063558 [0,00346332
18h
Uva Celulasa 0,5% 4h - Uva Celulasa 2% | * [-0,0178904 [0,00346332
4h
Uva Celulasa 0,5% 4h - Uva por Ex. * 10,04708 0,00346332
Convencional
Uva Celulasa 2% 18h - Uva Celulasa 2% |* [-0.011535 |[0,00346332
4h
Uva Celulasa 2% 18h - Uva por Ex. * 10,0407242 |0,00346332
Convencional
Uva Celulasa 2% 4h - Uva por Ex. * 10,0586146 |0,00346332
Convencional

* indica una diferencia significativa.

Este cuadro aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuéles
medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra
las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de
los 10 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con
un nivel del 95,0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 5
grupos homogéneos segun la alineacién de las X's en columnas. No existen diferencias

estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna
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de X's. EI método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el

procedimiento de diferencia minima significativa Duncan. Con este método hay un riesgo

del 5,0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la

diferencia real es igual a 0.

Verificacién de Varianza.

Convencional

Prueba Valor-P

Levene's 0,597403 0,672873
Comparacion Sigmal Sigma2 F-Ratio |P-Valor
Uva Celulasa 0.5% 18h / Uva Celulasa |0,00186843 {0,00285407 21,0 0,6000
0.5% 4h
Uva Celulasa 0.5% 18h / Uva Celulasa [0,00186843 |0,000407725 |0,428571|0,0909
2% 18h
Uva Celulasa 0.5% 18h / Uva Celulasa [0,00186843 |0,000407725 (21,0 0,0909
2% 4h
Uva Celulasa 0.5% 18h / Uva por Ex. |0,00186843 {0,00248009 0,567568(0,7241
Convencional
Uva Celulasa 0.5% 4h / Uva Celulasa |0,00285407 (0,000407725 |49,0 0,0400
2% 18h
Uva Celulasa 0.5% 4h / Uva Celulasa |0,000407725 |0,000407725 (1,0 1,000
2% 4h
Uva Celulasa 0.5% 4h / Uva por Ex.  |0,000407725 {0,00248009 0,027027(0,0526
Convencional
Uva Celulasa 2% 18h / Uva Celulasa |0,00285407 [0,000407725 |49,0 0,0400
2% 4h
Uva Celulasa 2% 18h / Uva por Ex. 0,00285407 |0,00248009 1.32432 |0,8605
Convencional
Uva Celulasa 2% 4h / Uva por EX. 0,000407725 |0,00248009 0,027027(0,0526

El estadistico mostrado en este cuadro evalUa la hipotesis de que la desviacion estandar de

Capacidad antioxidante dentro de cada uno de los 5 niveles de Tratamientos es la misma.

De particular interés es el valor-P. Puesto que el valor-P es mayor o igual que 0,05, no

existe una diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones estandar, con un

nivel del 95,0% de confianza.
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El cuadro también muestra una comparacion de las desviaciones tipicas para cada par de
muestras. P-valores por debajo de 0.05, de los cuales hay 2, indican una diferencia

estadisticamente significativa entre las dos sigmas al 5% de nivel de significacion.

Anélisis estadistico para la evaluacion de la co-relacion entre el rendimiento por

extraccion y los valores de compuestos fenolicos totales y capacidad antioxidante.
Estadistico de Pearson.

Devuelve el coeficiente de correlacion producto o momento r de Pearson, r, un indice
adimensional acotado entre -1,0 y 1,0 que refleja el grado de dependencia lineal entre dos

conjuntos de datos, y se interpreta de la siguiente manera:

e Sir=1, existe una correlacion positiva perfecta. El indice indica una dependencia
total entre las dos variables denominada relacion directa: cuando una de ellas
aumenta, la otra también lo hace en proporcion constante.

e Si0<r<1,existe una correlacion positiva.

e Sir= 0, no existe relacion lineal. Pero esto no necesariamente implica que las

variables son independientes: pueden existir todavia relaciones no lineales entre las

dos variables.

e Si-1<r<0,existe una correlacion negativa.

e Sir=-1, existe una correlacion negativa perfecta. El indice indica una dependencia
total entre las dos variables llamada relacion inversa: cuando una de ellas aumenta,

la otra disminuye en proporcidn constante.

a. Co-relacion entre rendimiento y compuestos fendlicos totales

Compuestos
Aceite de semilla de uva Rendimiento | fenolicos totales
b.h (%) (mg AGE/Kg
aceite)
Ao (Uva por Ex.
Convencional) 5,53 127,53
A1 (Uva Celulasa 0,5% 4h) 7,85 148,47
Az (Uva Celulasa 2% 18h) 9,03 279,19
As( Uva Celulasa 2% 4h) 8,97 253,21
Az ( Uva Celulasa 0,5%
18h) 8,75 179,48 r: 0,784
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Respuesta: Al ser el r >0, existe una correlacion positiva entre rendimiento por extraccion
y el contenido de compuestos fendlicos totales para las muestras de aceite sin tratamiento

(Ao) y con tratamiento enzimatico (A1,A2, Az, Aaz).

b. Co-relacion entre rendimiento y capacidad antioxidante (ABTS)

— ABTS
Aceite de semilla de uva Regcrl:r(rll/ento (mmoles TE/Kg
n (%) aceite)
Ao (Uva por Ex.
Cor(1venc|ioonal) 5,53 1,59
A1 (Uva Celulasa 0,5% 4h) 7,85 1,71
Az (Uva Celulasa 2% 18h) 9,03 1,81
As( Uva Celulasa 2% 4h) 8,97 1,78
A4 ( Uva Celulasa 0,5% 18h) 8,75 1,72
r: 0,947

Respuesta: Al ser el r >0, existe una correlacion positiva entre rendimiento por extraccion
y capacidad antioxidante por ABTS (fase lipofilica) para las muestras de aceite sin

tratamiento (Ao) Yy con tratamiento enzimatico (A1, Az, Asz,Az).

c. Co-relacion entre rendimiento y capacidad antioxidante (DPPH)

Aceite de semilla de uva Reg?\'rg)ﬁ; to DTPEP/E;::;%E;S

Ao (Uva por Ex.

Convencional) 5,53 0,05

A1 (Uva Celulasa 0,5% 4h) 7,85 0,09

Az (Uva Celulasa 2% 18h) 9,03 0,13

Az( Uva Celulasa 2% 4h) 8,97 0,11

A4 (Uva Celulasa 0,5% 18h) 8,75 0,10

r: 0,955

Respuesta: Al ser el r >0, existe una correlacion positiva entre rendimiento por extraccion
y capacidad antioxidante por DPPH (fase hidrofilica) para las muestras de aceite sin

tratamiento (Ao) y con tratamiento enzimatico (A1, Az, Az, As).
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ANEXO 3. METODOLOGIAS PARA LA DETERMINACION DE COMPUESTOS
FENOLICOS TOTALES Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE.

a. Determinacion de compuestos fenolicos totales.

Objetivo:
Determinar el contenido de polifenoles totales en las muestras de aceite de semilla de

uva, aplicando el método de Folin-Ciocalteau, descrito por Vazquez et al. (1973).

Fundamento:
El conjunto de los compuestos fendlicos del aceite se oxidan por el reactivo de Folin-
Ciocalteau, el cual se reduce dando una mezcla de éxido de tungsteno (WgO23) y dxido

de molibdeno (MogO23) de color azul.

Reactivos:

e Reactivo de Folin-Ciocalteau.
e Acido galico.

e Carbonato sadico.

e n-hexano.
e Metanol.
Material:

e Matraces aforados de 100 mL y 50 mL.
e Pipetas aforadas de 1, 10, 20 y 50 mL.
e Pipetas de 5y 20 mL.

e Matraces erlenmeyer.

e Ampollas de decantacion.

Instrumental:

e Espectrofotometro UV

e  Cubetas de plastico de 10 mm.
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Preparacion de la recta de calibrado

La recta de calibrado se prepara a partir de una disolucién de acido galico de 0,5 g/L
tomando volumenes de 10, 20, 30 y 50 mL de esta disolucion y enrasando hasta 100 mL
con agua destilada ; de este modo se obtienen disoluciones de 50, 100, 150 y 250 mg/L,
respectivamente. A continuacién, de cada una de estas disoluciones, se toma 1 mL y se
introduce en un matraz aforado de 100 mL. Se adicionan 5 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteau y 20 mL de Na>COz al 20%. Se agita la mezcla y se enrasa con agua bidestilada
desionizada hasta 100 mL. Transcurridos 30 minutos se mide la absorbancia en el
espectrofotometro a 725 nm utilizando como blanco todos los reactivos a adicionar a

excepcién de la muestra patrén hasta completar los 100ml con agua destilada (ver figura a)

Procedimiento:

Se pesan con exactitud, en un matraz erlenmeyer unos 15 g de aceite. Se adicionan 20 mL
de hexano, agitando vigorosamente la mezcla hasta que el aceite se disuelva
completamente. La mezcla se transfiere a una ampolla de decantacion, procediendo a la
extraccion con una mezcla de MeOH/H20 (40:60) utilizando un volumen total de 50 mL
fraccionando en tres volumenes de 15, 15 y 20 mL. La agitacion de la mezcla en la
ampolla debe hacerse con suavidad, a fin de evitar emulsiones. Las 3 alicuotas de la
extraccion se transfieren a un matraz aforado de 50 mL enrasando con la mezcla
MeOH/H0. De esta disolucion se toma 1 mL y se introduce en un matraz aforado de 100
mL, adicionando a continuacion, 5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau y 20 mL de
Na.COsz al 20%. Se enrasa con agua bidestilada desionizada, se agita y se deja reposar 30
minutos. La lectura se realiza (al igual que los patrones) a 725 nm frente al blanco (ver
figura b).

Expresion de resultados.

Los resultados obtenidos en funcion de la recta de calibrado, se expresaran en mg/Kg en

acido galico.
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Sol Madre. Ac. galico 0,5g/L

l Tomar alicuotas de 1mL

10

20 30

50

Enrazar hasta 100mL con agua
destilada por alicuota

J
/ I

50
mg/L

100 150
mg/L mg/

|

Fiola 100mL

250
mg/L

Diluciones Finales

5mL de Folin 2N,
20mL de Na,CO3
al 20% enrazar con
agua destilada

|

Toma de alicuota por dilucién

l ImL

Adicion de reactivos para
lectura de polifenoles

|

Reaccién

!

Lectura de la Absorbancia

Fiola 100mL
Fiola 100mL
} 30 min
} 725 nm
Espectrofotdmetro

Figura a. Procedimiento para la elaboracion de la curva de calibrado para la

determinacion de compuestos fendlicos totales.
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Aceite de semilla de uva

!

Pesar
Hexano 20ml Mezcla 1 Beacker
Metanol: Agua 40:60 | Mezcla 2 Pera de decantacion
50ml en tres
fracciones: 15,15y 20 - i
M2y Moy M2
Enrazar con Metanol: - )
Aaua 40-60 } Mezcla final Fiola 50 mL

’

Toma de alicuota

L ImL

5mL de Folin 2N, . .
20mL de Na;COs A?IC;OH dcelz rea<|:_t]1voslpara Fiola 100mL
al 20% enrazar con ectura de politenoles
agua destilada L
Reaccién } 30 min en oscuridad
Lectura de la Absorbancia } 725 nm
Espectrofotémetro

Figura b. Procedimiento para la determinacién de compuestos fendlicos totales en el

aceite de semilla de uva.
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Determinacion de la capacidad antioxidante.

Objetivo.

Evaluar la capacidad antioxidante de las muestras de aceite de semilla de uva empleando
los métodos: ABTS {&cido 2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)} y DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil).

Procedimiento de extraccion de los compuestos antioxidantes.

Para el método DPPH se ha ensayado en un extracto metandlico obtenido del aceite de
semilla de uva (ver figura c), mientras que para el método ABTS se ha ensayado

directamente en el aceite diluido en n-hexano.

Reactivos.

¢ n-hexano (Panreac).
e Metanol (Merck)

Materiales.

e Balanza analitica con una precision de 0,0001 g
e Micropipetas de 100, 1000 pL.

e Pipetas Pasteur 5 mL.

e Pipetas y matraces aforados.

e Tubos de centrifuga.

e Centrifuga.

e Agitador.
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[Aceite de uva (29) ] + [n-hexano (ImL) J

1 Agitar hasta diluir la muestra

Afadir MeOH/Hz20
(80:20 V/V) 2mL

Centrifugar 5000 rpm, 5 min = — ‘ Agitar 2 minutos

Separar la fase lipidica
de la metandlica

!
i

Fase lipidica o Fase metanolica + [ n-hexano (2mL) }
apolar. o polar

'

Afadir MeOH/H20 +
(80:20 V/V) 2mL l

Agitar 2
minutos

Agitar 2
minutos

}

Centrifugar Centrifugar
5000 rpm, _ 5000 rpm, 5
5min min '
Separar la fase lipidica Separar la fase lipidica
de la metandlica de la metandlica
I

Fase lipidica o Fase metandlica Fase lipidica o Fase metandlica
apolar. o0 polar apolar. o polar

Figura c. Procedimiento de extraccion de compuestos antioxidantes en las muestras

de aceite de semilla de uva.
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b.1. Método DPPH.
Fundamento.

Se emplea un radical coloreado, el DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), en disolucion
metandlica. EI DPPH® se comercializa como radical estable. Se sigue como referencia el
método descrito por Morales y Jimenez-Pérez (2001), con algunas modificaciones
(Delgado-Andrade et al. 2005). El radical DPPH?® tiene un maximo de absorcion a 520 nm,
pero dicha absorcion desaparece en presencia de un antioxidante (AOH) o de un radical

(R*):

DPPH® + AOH — > DPPH - H + AO®
DPPH® + R ———> DPPH-R

En general, el radical formado a partir del antioxidante (AO®) es mas estable; también
puede producirse una reaccién radical-radical que da origen a una molécula estable
(Valavanidis et al. 2004). Mediante este metodo se evalla la actividad antioxidante de la
fase metandlica o fraccidn polar, previamente obtenida de las muestras de aceite de semilla
de uva, que contiene algunos de los compuestos antioxidantes (compuestos fendlicos) (ver

figura d).

Reactivos.

e Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxilico (Trolox)
o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).

e Metanol.

Material.

e Balanza analitica con una precision de 0,0001 g.
e Micropipetas, 10 -100 uL; 100 - 1000 pL.
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Instrumental.

e Espectrofotdmetro UV.

e Cubetas de cuarzo de 10 mm de espesor.

Preparacion de los reactivos.

e Preparacion de la disolucion del radical DPPH® (74 mg/mL): se pesan 7,4 mg de
DPPH* y se disuelven en 100 mL de metanol. La disolucién preparada es estable durante

12 h a temperatura ambiente, protegido de la luz.

e Preparacion de la disolucion de trabajo DPPH?®: esta disolucion debe prepararse a
diario. Se diluye con metanol hasta que la medida en el espectrofotometro a 520 nm se

situa en 1,8 unidades de absorbancia. El ajuste del instrumento se fija con metanol.

Preparacion de la recta de calibracion.

Utilizando Trolox en metanol se prepara una disolucion madre 4 mM. Posteriormente se
preparan diluciones entre 0,005-0,5 pumoles Trolox/mL. Cada punto de la recta se prepara
igual que las muestras, es decir poniendo 400 pL de las diferentes concentraciones de
Trolox y 3 mL de la disolucion DPPH®. Se agita la mezcla durante 30 segundos y se deja
en oscuridad a temperatura ambiente. Se mide la absorbancia a 520 nm transcurridos 60

minutos (ver figura d).
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Trolox
v

Solucion madre

ImL

Solucion diluida Diluir en una fiola de 10 mL con metanol

Se toman alicuotas

|
T
T\ I oo —

Diluir en una fiola de 10 mL con metanol

v

Tomar alicuotas por
concentracion

i 400uL Tubo de ensayo

3mL de dilucion

de trabajo DPPH Reaccion 60 min

|

Lectura de la Absorbancia. Se
usara metanol como blanco, 520 nm

Espectrofotometro

Figura d. Procedimiento para la elaboracion de la curva de calibrado para la

determinacion de capacidad antioxidante por DPPH.

Medida de la capacidad antioxidante de las muestras.

Se trabaja directamente con el extracto metanolico del aceite. Se toman 3 mL del radical
DPPH* y se afiaden a 400 pL del extracto metandlico del aceite a ensayar. Se agita y se
deja en oscuridad a temperatura ambiente, procediendo a la medida de su absorbancia a los
60 minutos, una vez alcanzado el equilibrio (Keceli et al. 2001). Todas las medidas se han

realizado por triplicado.
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Expresion de los resultados.

Los resultados obtenidos por el método DPPH se expresan en forma del indice TEAC
(Capacidad Antioxidante Equivalente al Trolox). Dicho valor se define como los mmoles

de Trolox que tienen la misma capacidad antioxidante que 1 Kg de la muestra a ensayar.

Extracto Metandlico
400uL

3mL de i : :
OPPH Reaccion 60 min, oscuridad  Tubo de ensavo

Lectura de la absorbancia 520nm Espectrofotémetro
se usara el metanol como

blanco por triplicado.

Figura e. Procedimiento para la determinacion de capacidad antioxidante en el aceite

de semilla de uva.

b.2. Método ABTS {acido 2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)}

Fundamento.

El método descrito por Samaniego et al. (2007), se basa en la inhibicion por el
antioxidante problema de la absorbancia producida por el radical catiénico ABTS*", que
es un compuesto cromoforo muy estable, soluble en agua y con un maximo de
absorcion a 734 nm. Esta absorcion desaparece en presencia de un antioxidante (AOH)

0 de un radical (R®):

ABTS®*" + A(OH)= ABTS. H + AO®
ABTS*" + R* = ABTS. R
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El proceso que tiene lugar consiste en que se forma primero el radical en ausencia de la
muestra a analizar hasta obtener una absorbancia estable. Al afadir las sustancias
antioxidantes presentes en el aceite de semilla de uva, la concentracion del radical
disminuye y se puede medir el descenso de absorbancia producido. Se cuantifica
empleando una curva de calibrado que relaciona el porcentaje de pérdida de absorbancia
y la concentracion del antioxidante de referencia (Trolox).

Reactivos.

e Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxilico (Trolox).

e Sal amdnica del acido 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS)
e Persulfato potésico.

e Etanol.

e n-hexano.

Material.

e Balanza analitica con una precision de 0,0001 g.
e Micropipetas 10 - 100 uL; 100 -1000 pL.

Instrumental.
e Espectrofotémetro UV.

e Cubetas de cuarzo de 10 mm.

Preparacion de reactivos.

= Disolucion ABTS 7mM: se pesan 0,096 g de sal amoénica cristalizada de ABTS 'y

se disuelven hasta 25 mL de agua bidestilada desionizada.
= Disolucion de persulfato potasico: para conseguir una concentracion final 140

mM, se pesan 0,945 mg de K2S208 y se disuelven hasta un volumen de 25 mL de

agua destilada desionizada.
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= Preparacion del radical ABTS**: se hace reaccionando el ABTS y el persulfato
potésico. Se parte de un volumen de 5 mL de ABTS 7 mM y de 88 mL de K2S20s
140 mM; la reaccion estequiometria es de 1:0,5. La oxidacion del ABTS es
inmediata, pero la absorbancia maxima y estable no se alcanza hasta las 6 horas;
la mezcla se mantiene estable en oscuridad de 12 a 16 horas a temperatura
ambiente. El radical cationico es estable durante 2 dias, almacenado en oscuridad.

*  Preparacion de la disolucion de ABTS**: la disolucion ABTS®" se mezcla con
etanol (1:112), hasta que su absorbancia a 734 nm sea de 0,70+0,02, medida en
cubetas de cuarzo de 10 mm a una temperatura de 30°C. En el caso de que la
absorbancia esté por encima de ese valor, la mezcla se diluye con etanol. Si la
absorbancia esta por debajo, se afiade disolucion de ABTS*", hasta que la sefial
sea adecuada. Se hace el espectro del ABTS*": etanol desde 250-900 nm. Se

emplea etanol para ajustar el blanco (Samaniego et al. 2007).

Preparacion de la recta de calibracion.

Se prepara una disolucion madre de Trolox 5 mM, pesando 10 mg de Trolox y adicionando
unas gotas de metanol hasta disolucion completa del mismo. Después se enrasa con agua
destila hasta un volumen final de 10 mL. A partir de esta disolucion madre, se preparan
los distintos puntos que integrarén la recta de calibrado, con concentraciones comprendidas
entre 0,08 y 0,8 umol Trolox/mL. Las diluciones se preparan por triplicado. Cada punto de
la recta se prepara igual que las muestras, es decir, poniendo 100 uL de cada dilucion y 2
mL de la disolucién ABTS®", se agita durante 30 segundos. Posteriormente, se deja en
oscuridad a temperatura ambiente y se mide la absorbancia a los 30 minutos exactos,

obteniendo asi el valor de absorbancia final (ver figura f).
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Trolox ——>

0.5 1

Solucion madre

ImL

Solucion diluida

Diluir en unafiola de 10 mL con metanol

Se toman alicuotas

Diluir en unafiola de 10 mL con metanol

2mL de dilucion
de trabajo ABTS

Tomar alicuotas
por concentracion

100puL

Lectura de la Absorbancia. Se
usara etanol como blanco,

Figura f. Procedimiento para la determinacion de capacidad antioxidante en el aceite

de semilla de uva.

Medida de la capacidad antioxidante de las muestras.

Se toman 2 mL de la disolucién ABTS*" y se afiaden 100 pL de la muestra de aceite de
argan a ensayar a una dilucion 1:4 en n-hexano. Posteriormente, se mezcla bien durante 30

segundos y se mide la absorbancia a 734 nm a los 30 minutos. Todas las medidas se han

realizado por triplicado (ver figura g).

Expresion de los resultados.

Los resultados obtenidos se expresan en forma de un indice, el valor TEAC (Capacidad

Antioxidante Equivalente al Trolox). Dicho valor se define como los mmoles de Trolox

Tubo de ensayo

Reaccioén 30 min en oscuridad

734 nm

Espectrofotémetro

que tienen la misma capacidad antioxidante que 1 Kg de la muestra a ensayar.
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Aceite + hexano (1:4)
100uL

2mL de

Reaccioén i i Tubo de ensayo
ABTS 30 min, oscuridad

Lectura de la absorbancia

se usara el etanol como 734nm  Espectrofotometro
blanco por triplicado.

Figura g. Procedimiento para la determinacion de capacidad antioxidante por ABTS

en el aceite de semilla de uva.
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