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RESUMEN

Las industrias procesadoras de frutas y hortalizas producen una gran cantidad de residuos sélidos
(hojas, tallos, cascaras, carozos, semillas, etc.). En general, los descartes del procesamiento de
frutas y hortalizas han sido empleados para alimentacién animal y/o compostaje. En los ultimos
afos, una diversidad de estudios han propuesto algunos subproductos vegetales como fuente de
compuestos fenolicos con actividad antioxidante; sin embargo, poco se sabe en relacién a las
variables que condicionan dicha actividad, la cual no es predecible a priori y requiere de un
exhaustivo estudio de parametros tales como tiempo, temperatura y razén solvente/residuo para
cada tipo especifico de residuo. Por otro lado, la aplicacion de biocatalizadores en procesos de
extraccion de compuestos fendlicos por solventes desde muestras de origen vegetal no ha sido
extensamente analizada y a la fecha son muy pocos los trabajos dirigidos a evaluar la hidrélisis
enzimatica durante el mismo proceso de recuperacién de antioxidantes fendlicos. Por tanto, el
proposito de esta tesis es obtener extractos ricos en compuestos fenélicos con relevantes
actividades antioxidante desde residuos agroindustriales provenientes del procesamiento de
arandano azul, arandano rojo y frambuesa, durazno, pera y pimentén. Se espera que la
degradacion enzimatica de los principales polimeros de la pared celular vegetal facilite el acceso
de los solventes a los compuestos fendlicos contenidos en la matriz vegetal y mejore el rendimiento
de extraccion de polifenoles y la actividad antioxidante de los extractos obtenidos enzimaticamente
con respecto a extractos producidos sin tratamiento enzimatico. Los antioxidantes fendlicos
extraidos podrian ser empleados como conservantes en alimentos y cosméticos o como
suplementos dietarios para la prevencion de determinadas enfermedades crénicas, otorgando valor
agregado a los descartes y ayudando a solucionar el problema de disposicion de los desechos
solidos de la industria hortofruticola chilena.

En una primera etapa de este trabajo, se realiz6 la caracterizaciéon proximal de los materiales
residuales derivados del procesamiento de arandano azul, ardndano rojo, frambuesa, durazno,
pera y pimentdn, valorando su contenido de proteinas, cenizas, aceite, fibra cruda y extracto libre
de nitrogeno. Asimismo, para cada uno de ellos, se determiné el contenido en fibra neutro
detergente, fibra acido detergente, fibra &cido de lignina y pectinas. En una segunda etapa, se
estandarizd el protocolo de extraccién convencional sélido/liquido de antioxidantes fenolicos a
partir de los residuos anteriormente mencionados, evaluando el rendimiento de solidos solubles (g
extracto/100g muestra seca), el contenido fenélico (mg acido galico/g muestra seca) y la actividad
antioxidante de los extractos ensayada por el método del radical 2,2 difenil-1- picrilhidracilo o
DPPH (mmoles trolox/100g muestra seca). Con el residuo que ofrecia la mayor recuperacion de
polifenoles mediante la extraccion convencional se realizd el estudio de la recuperacion de
antioxidantes fendlicos asistida con enzimas durante el proceso de extraccion, empleando
mezclas hidroetanolicas y agua como sistemas extractores; en estas condiciones se evalué el
efecto de la concentracién enzima/sustrato, la temperatura y el tiempo de extraccion. Finalmente,
se midio el efecto de la adicion del extracto que presenté la mayor capacidad antioxidante sobre Ia
estabilidad oxidativa de aceite crudo de pepa de uva.

Sobre la caracterizacion proximal, en general, se observé un bajo contenido de proteinas, aceite y
cenizas, para todos los residuos. Los residuos de arandano azul, arandano rojo y frambuesa, los
cuales consistian principalmente en pieles y semillas, presentaron un elevado contenido de fibra
cruda (mayor al 35%). La composicion de las fibras sugiri®6 que para una efectiva accién de
enzimas hidroliticas sobre la pared celular vegetal se requeria de una combinacién de celulasas,
hemicelulasas y pectinasas.

Por medio de las cinéticas de extraccion convencional de antioxidantes fendlicos desde los 8
residuos estudiados con un Unico solvente orgénico (metanol) a una temperatura, velocidad de
agitacion y razon solvente/residuo fijas de 50°C, 150 rpm y 20:1, respectivamente, se
seleccionaron aquellos derivados de arandano azul, arandano rojo y frambuesa como las materias
primas mas adecuadas para la recuperacion de polifenoles con actividad antioxidante.



Con estos tres descartes, se realizaron cinéticas de extraccion de antioxidantes fendlicos, para
definir los valores de temperatura y tiempo a considerar en un posterior disefio factorial 2° con
repeticiones en el punto central, evaluando la interaccion e influencia de la temperatura, tiempo de
extraccion y razon solvente/residuo en la extraccién ya mencionada usando diferentes sistemas
extractores. El disefio factorial se efectu6é para agua, metanol, etanol, acetato de etilo asi como
para las mezclas hidrometandlicas e hidroetandlicas a una proporcion 50/50% v/v. Globalmente,
luego de analizar los extractos obtenidos a partir de los residuos de arandano azul, arandano rojo y
frambuesa, en solidos solubles, polifenoles y actividad antioxidante medida por el método DPPH,
se observo que los valores mas altos de temperatura y razén solvente/residuo resultaban
favorables, mientras que la influencia del tiempo fue variable, en algunas ocasiones tiempos cortos
eran suficientes para una adecuada extraccion. Los extractos producidos con la mezcla
hidroetandlica y con metanol ofrecian un mejor comportamiento antioxidante; sin embargo,
industrialmente es preferible emplear etanol en combinacién con agua que metanol, por tanto se
selecciond el primero como solvente extractor.

De las materias primas estudiadas, la pomasa de frambuesa result6 ser la fuente mas promisoria
para obtener un extracto antioxidante debido a su elevado contenido en polifenoles, a su gran
capacidad ?ara captar radicales libres DPPH y ABTS (2,2-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) y para
reducir Fe™ a Fe*? seleccionandose este residuo para el estudio posterior que midi6 el efecto de
la incorporacion de un tratamiento enzimético durante el proceso de extraccién de antioxidantes
fenolicos.

El efecto de las condiciones del tratamiento enzimatico se efectué con dos preparado enzimaticos,
Grindamyl de Danisco y Maxoliva de DSM, y con la mezcla de ambas formulaciones en igual
proporcion. Estos biocatalizadores fueron preseleccionados desde una bateria de 12 enzimas
comerciales las que fueron evaluadas a una razén enzima/sustrato de 10%, comparando el
extracto enzimaticamente obtenido con el de un control sin enzima bajo condiciones antes
definidas. La extraccion asistida con enzimas se evalu6 para distintas temperaturas, mezclas de
etanol y agua en distintas proporciones y razones enzima/sustrato. No se observaron diferencias
entre ambos biocatalizadores ni efecto sinérgico de la mezcla de ambos. Las extracciones acuosa
e hidroetandlica (75/25 % v H,O/v EtOH) a 50°C para razones enzima/sustrato de 5 y 10%
generaron extractos con mayor contenido fenélico y actividad antioxidante en comparacién a los
respectivos controles no enzimaticos. La extraccion acuosa asistida enzimaticamente con
Grindamyl al 5% enzima/sustrato mejoré la eficiencia de extraccién por sobre la extraccion
convencional con agua; la extraccion acuosa asistida con enzima en 6 horas de operacién mostro
igual resultado que la extraccion convencional con agua después de 24 horas. Pese a que la
extraccion acuosa mediada por enzimas no presentd mejores recuperaciones de antioxidantes
fendlicos como la extraccion convencional por solvente, tiene algunas ventajas operacionales y se
puede considerar como una tecnologia viable para extraer polifencles desde residuos de
frambuesa.

La efectividad del extracto hidroetanélico de residuos de frambuesa para estabilizar un aceite crudo
de pepa de uva fue analizada midiendo la magnitud de la alteracion oxidativa a través del indice de
peroxidos. El aceite crudo de pepa de uva con extracto de residuos de frambuesa fue mas eficaz
que el aceite que contenia &cido ascérbico, su accién fue similar a la inhibiciéon de la oxidacion
lipidica obtenida con catequina y levemente inferior a la proteccion del aceite otorgada por el acido
galico; sin embargo, el aceite con extracto de residuos de frambuesa presentd menor efectividad
que el aceite que estabilizado con los antioxidantes sintéticos comerciales BHA, BHT y TBHQ.



ABSTRACT

Vegetable and fruits processing industries produce large amounts of solid wastes (leaves, stems,
skins, hulls, seeds, etc.). Generally, by-products from handling and commercialization of vegetable
and fruits have been used as animal food or for compost production. In recent years, a number of
studies have suggested some of these agro-industrial residues as a source of phenolic compounds
with antioxidant activity; however, few is known regarding the variables that conduct such activity,
which is non predictable and requires an extensive study of the parameters such as time,
temperature and solvent/residue ratio for each type of waste. On the other hand, application of
biocatalysts on solid/liquid extraction of phenolic compounds from vegetable matrices has not been
widely studied and there is a scarce amount of researches towards evaluating the enzymatic
hydrolysis during the phenolic antioxidant recuperation process. Therefore, the aim of this thesis is
to obtain extracts rich in phenolic compounds with relevant antioxidant properties from blueberry,
cranberry, raspberry, peach, pear and pepper residues. It is expected that enzymatic degradation of
the main cell wall polymers enables the solvents access to the phenolic compounds contained in
the vegetable matrix and improves not only the polyphenol extraction yield but the antioxidant
activity of the enzimatically obtained extracts with respect to the extracts obtained without enzyme
addition. The obtained phenolic antioxidants could be used as preservatives in the food and
cosmetic industry or as dietary supplements for the prevention of certain chronic diseases, giving
added value to the waste and solving environmental problems caused by solid waste disposal of
the Chilean agro-industry.

In a first stage, the proximal characterization of raw materials from blueberry, cranberry, raspberry,
peach, pear and pepper processing was performed, determining the protein, oil, ash, crude fiber
and non-nitrogen extract contents. Also, neutral and acid detergent fiber, lignin and pectin were
measured. Secondly, the conventional solid/liquid extraction of phenolic antioxidants from the waste
above mentioned was standardized, evaluating the soluble solid yield (g of extract/100g dry
sample), the phenolic content (mg gallic acid/g dry sample) and the antioxidant activity of the
extracts tested by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl or DPPH method (mmol trolox/100g dry
sample). The residue that shown the greatest polyphenol recovery by means of the conventional
solid/liquid extraction was used for the subsequent study of the phenolic antioxidant extraction
assisted by enzymes during the extraction process, using hydroethanolic mixtures and water as
extracting systems. Under these conditions, the effect of the enzyme/substrate ratio, temperature
and incubation time was evaluated. Finally, the effect of the extract that showed the highest
antioxidant capacity was evaluated over the oxidative stability of crude grape seed oil.

Regarding proximal characterization, a low content of proteins, oil and ash was observed for all
residues. Blueberry, cranberry and raspberry residues, which mainly contain skin and seeds,
showed a considerably high content of crude fiber, greater than 35%.The fiber composition
suggested that for an effective action of hydrolytic enzymes on vegetable cell wall, a combination of
cellulases hemicellulases and pectinases was required.

Conventional extraction kinetics for phenolic antioxidants using a single organic solvent (methanol)
in batch system at 50°C with a solvent/residue ratio of 20:1 and 150 rpm of stirring was performed
for the 8 residues studied, selecting those derived from blueberry, cranberry and raspberry
processing as the most suitable raw materials for the recovery of polyphenols with antioxidant
activity. These three by-products were subjected to additional studies for analyzing the extraction
temperature effect. As a global tendency, the phenolic antioxidants recovery was improved with
increase of the temperature and time of extraction, no neglecting the quality/activity of the obtained
extracts. A full factorial 2° experimental design was developed to evaluate the interaction and
influence of three variables: time, temperature and solvent /residue ratio for extracts obtained from
blueberry, cranberry and raspberry wastes using 6 different solvents/mixtures (water, ethanol,
methanol, ethyl acetate, water/ethanol (50:50, v/v) and water/methanol (50:50, v/v).



After measuring the soluble solid content, polyphenols and DPPH free radical-scavenging capacity
of the resulting extracts, it was observed that the higher values of temperature and solvent/residue
ratio were better, while the influence of the extraction time was variable; sometimes short times of
contact were enough for a proper extraction. Total phenolics and antioxidant activity of methanolic
and hydroethanolic extracts were similar. However, methanol is a harsh organic solvent whereas a
mixture of water and ethanol is more acceptable for application in food industry. Thus,
water/ethanol mixture was chosen as extracting solvent in all subsequent studies.

Raspberry pomace was the most promising source for obtaining antioxidant extracts due to its high
phenolic compounds contents, its capacity to scavenge DPPH and ABTS free radicals and its ferric
reducing ability, selecting it for the following study that measured the effect of the enzymatic
treatment incorporation during the phenolic antioxidant extraction process.

The effect of an enzymatic treatment applied during the phenolic antioxidant extraction from
raspberry residues was analyzed using 2 preparations, Grindamyl (Danisco) and Maxoliva (DMS),
and with a mixture of both biocatalyst in the same proportion. These formulations were chosen from
a screening of 12 commercial enzymes that were evaluated at a 10% enzyme/substrate ratio,
comparing the enzyme-hydrolyzed extracts to the control extracts obtained under the conditions
previously described.

Enzyme-aided extraction was evaluated at different conditions of temperature, ethanol/water
mixture and enzyme/substrate ratio. Gryndamyl and Maxoliva did not present differences in their
action. No synergic effect was observed in the mixture of both biocatalysts. Just enzymatic
treatment with water and water:ethanol (75/25 % v H,O/v EtOH) at 50°C for 5 and 10%
enzyme/substrate ratio enhanced the phenolic content and antioxidant activity of obtained extracts
in comparison to the respective non-enzymatic controls. Aqueous extraction enzymatically aided
with Grindamyl at 5% enzyme/substrate ratio increased the extraction efficiency making it better
than the conventional extraction; aqueous extraction enzymatically aided with 6 hours of incubation
showed the same result than the conventional extraction after 24 hours. Despite aqueous extraction
enzymatically aided did not improve the recuperation of phenolic compounds as the conventional
extraction did, it has some operational advantages and it can be considered as a viable technology
to extract polyphenols from raspeberry waste.

The effectiveness of the raspberry waste hydroethanolic extract towards the stabilization of grape
seed oil was examined following the magnitude of oxidative alteration by the measurement of
peroxide value. Addition of raspberry wastes hydroethanolic extract inhibited the oxidation of grape
seeds oil significantly in comparison to the control oil (without antioxidants). The oil supplemented
with raspberry waste hydroethanolic extract was more effective than the oil containing ascorbic
acid, its action was similar to the inhibition of the lipid oxidation obtained with catechin and slightly
lower than the oil protection given by gallic acid. However, oil whit raspberry extract was less
effective than the oil stabilized with synthetic antioxidants BHA, BHT and TBHQ.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos constituyen un grupo miscelaneo de especies organicas que
poseen al menos un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilos unidos a él. Son
principalmente productos secundarios derivados del metabolismo de las plantas y estan
abundantemente distribuidos en el reino vegetal. Un gran nimero de compuestos
fendlicos presentan propiedades antioxidantes, en particular otorgan proteccion frente a la
oxidacién lipidica.

El vasto interés en el empleo de antioxidantes provenientes de fuentes vegetales para
incrementar la vida util de alimentos se debe tanto al creciente requerimiento del
consumidor en la seguridad de los de los aditivos alimenticios como a la toxicidad de los
antioxidantes sintéticos. Indudablemente, esto ha contribuido a la abundante informacién
sobre la actividad antioxidante de los compuestos naturales derivados de plantas que se
ha publicado en la ultima década. Dado que diversos estudios in vitro han demostrado
que los compuestos fendlicos de vegetales presentan actividades antioxidantes que a
menudo sobrepasan las de vitamina C, tocoferoles y carotenoides, es que los polifenoles
se perfilan como la mejor alternativa natural para reemplazar antioxidantes sintéticos
como butilhidroxitolueno, butilhidroxianisol, galato de propilo y butulhidroguinona terciaria,

que son comunmente usados en grasas y aceites por su efectividad y bajo costo.

Los residuos agroindustriales constituidos principalmente por pieles, cascaras, cuescos o
semillas, son fuentes especialmente atractivas para la obtencion de extractos ricos en
compuestos bioactivos pues presentan un mayor contenido de polifenoles, potencialmente
utiles como antioxidantes, que las fracciones internas correspondientes. La extraccion de
estas distintas sustancias revalorizaria una fraccion de desecho, cuya eliminacion suele
suponer un problema de gestion para las empresas productoras, y originaria compuestos

utiles en el campo alimentario, cosmeético o farmacoldgico.

En Chile, la agroindustria genera miles de toneladas al afio, de bagazo, pomasa y orujo,
provenientes de los rubros, conservas, deshidratados, congelados y jugos. En general,
poseen un alto contenido de material organico y pueden utilizarse como fertilizantes o
como alimento para animales. La produccion de compost a partir de descartes de frutas y



vegetales requiere un riguroso control de aireacion, temperatura, pH y humedad para
evitar la generacion de acidos organicos, muchos de los cuales causan olores
desagradables; ademas, el compostaje de residuos agroindustriales demanda altos
costos de inversion en la tecnologia necesaria para el adecuado control del proceso.
Mientras que el uso de residuos agroindustriales en alimentacién animal puede estar
restringida por consideraciones nutricionales, como altos niveles de lignina, celulosa,
hemicelulosa y pectina, bajos niveles de proteina y presencia de factores antinutricionales
para los animales como taninos o glucosinatos. Por tanto la alternativa de revalorizar
estos residuos mediante la recuperacion de compuestos fendlicos se convierte en una

alternativa interesante de evaluar técnica y econémicamente.

El proceso de extraccion por solvente es el procedimiento mas frecuentemente usado
para recuperar antioxidantes fenolicos desde muestras vegetales. La seleccion de uno o
mas solventes que sean eficientes para extraer polifenoles, depende tanto de las
diferentes caracteristicas fisicas y quimicas de los vegetales sometidos a extraccién como

de las especies fendlicas que se desean aislar.

La extraccion convencional sélido/liquido de antioxidantes fendlicos depende de factores
ambientales, como solventes organicos, altas temperaturas, tiempos de operacion, pH
extremos, entre otros. Si bien el uso de una temperatura elevada en la extraccién puede
favorecer la extraccion de compuestos fendlicos, la actividad antioxidante del extracto
resultante puede verse disminuida debido a la temperatura aplicada. Por lo tanto es
necesario desarrollar procesos de exiraccidon de antioxidantes naturales mediante
condiciones suaves y efectivas, que favorezcan la extraccion de los compuestos fendlicos
sin perjudicar su actividad antioxidante.

La aplicaciéon de enzimas de bajo costo para degradar polimeros como celulosa,
hemicelulosa, pectina y mejorar tanto el rendimiento como la calidad de los productos, es
comun en la industria alimentaria. Gracias al avance biotecnoldgico, actualmente, es
posible contar con productos enzimaticos de menor costo, mejor estabilidad y mayor
versatilidad, incrementando su potencial de aplicacién a los procesos productivos.
Sumado a lo anterior, el costo casi despreciable de los descartes agroindustriales,
podrian sustentar la factibilidad de su aplicacién para la obtencién de antioxidantes desde

residuos agroindustriales, con el consecuente beneficio ambiental por su reutilizacion.



La degradacion enzimatica de los principales polimeros de la pared celular vegetal,
facilitaria el acceso de los solventes a los compuestos fendlicos contenidos en esta

matriz, mejorando el rendimiento de extraccién sin usar condiciones denaturantes.

La degradacion enzimatica de los principales polimeros de la pared celular vegetal,
facilitaria el acceso de los solventes a los compuestos fendlicos contenidos en la matriz
vegetal, mejorando el rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos mediante

condiciones suaves y efectivas que no perjudiquen su actividad antioxidante.

La meta de este trabajo es obtener extractos ricos en compuestos fenédlicos con
relevantes propiedades antioxidantes a partir de residuos agroindustriales de arandano
rojo, arandano azul, frambuesa, durazno, pera y pimentén, mediante un proceso
respetuoso con el medio ambiente, evaluandose el efecto de la incorporacion de un

tratamiento enzimatico en el mismo proceso extractivo.

La aplicacion de enzimas en procesos de extraccidon de compuestos fendlicos por
solventes desde muestras de origen vegetal no ha sido extensamente estudiada. Meyer
et al, (1998) y Lando y Meyer, (2001) reportan la adicion de enzimas como un
pretratamiento en extraccion de antioxidantes asistida con enzimas desde orujo uva y
orujo de grosella negra, respectivamente. Estos estudios demuestran la importancia de
parametros como el tamafo de particula, tipo y concentracién de enzima, temperatura,
pH, tiempo de tratamiento enzimatico y tipo de solvente. Li et al, (2006) analizan la
incorporacion de biocatalizadores en la extraccién acuosa de residos de citricos. A la
fecha, no se han encontrado estudios dirigidos a evaluar la hidrélisis enzimatica durante
el mismo proceso de extraccion de antioxidantes fendlicos empleando mezclas
hidroalcohdlicas.



CAPITULO 2
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los polifenoles estdn abundantemente distribuidos en frutas, verduras, semillas, hierbas y
especies; sin embargo, merecen particular atencién las materias primas de origen residual
de procesos agroindustriales que puedan servir como fuentes de antioxidantes, tanto por
su bajo costo como por la posibilidad de solucionar problemas ambientales causados por
su disposicion. Ademés, las fracciones extemas de los vegetales (pieles, cascaras,
cuescos o semillas) son generalmente descartadas, aunque presentan un mayor
contenido de compuestos fendlicos potencialmente utiles como antioxidantes que sus
fracciones intemas comrespondientes. Adicionalmente, la utilizacion de subproductos
agroindustriales tiene incidencias en la preservacion de la calidad del medio ambiente, al
considerar el desarrollo de tecnologias orientadas hacia una transformaciéon sustentable

de los recursos naturales.

La hidrélisis enzimatica de los polimeros de la paredes vegetales podria favorecer la
extraccion quimica de antioxidantes fendlicos y proveer una técnica exiractiva mas

amigable con el medio ambiente.

HIPOTESIS
La accion de enzimas hidroliticas capaces de degradar paredes celulares incrementa la

extractibilidad de polifenoles contenidos en residuos agroindustriales, obteniéndose una
mayor actividad antioxidante de los extractos, por sobre la extraccion convencional con

solvente sin aplicacién de enzimas.

OBJETIVO GENERAL
Obtener extractos ricos en compuestos fendlicos con capacidad antioxidante a partir de

residuos agroindustriales tales como arandano azul, arandano rojo, frambuesa, durazno,

peray pimentdn, mediante un proceso respetuoso con el medio ambiente.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Definir la composicion proximal y de fibras de los residuos de arandano azul,

arandano rojo, frambuesa, durazno, pera y pimentoén.

2. Desarrollar e implementar un proceso de extraccion estandar de compuestos

fendlicos con propiedades antioxidantes desde los residuos previamente mencionados.

3. Establecer las condiciones mas adecuadas de extraccidén de antioxidantes
fendlicos asistida por enzimas desde el residuo agroindustrial que presente el mayor

potencial antioxidante en la etapa anterior.

4, Validar el efecto del extracto fendlico que presente el mayor potencial antioxidante

sobre la estabilidad oxidativa del aceite crudo de pepa de uva.



CAPITULO 3

REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 DEFINICION Y CLASIFICACION DE LOS ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes pueden ser definidos como aquellas sustancias que al estar presentes a
bajas concentraciones en un sustrato oxidable, retrasan considerablemente o inhiben la

oxidacién de ese sustrato (Halliwell y Gutterdige, 1995).

En general, de acuerdo a su procedencia, se distinguen dos categorias basicas de

antioxidantes: naturales y sintéticos.

3.1.1 Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos son los mas ampliamente utilizados en la elaboracion de una
variedad de productos de las industrias farmacéutica, cosmética y alimenticia. Los
antioxidantes mas empleados son aquellos derivados de estructuras fendlicas o los que
poseen una configuracion fenolica dentro de sus estructura molecular. La presencia de
anillos conjugados y grupos hidroxilos permite a los compuestos fendlicos secuestrar y
estabilizar radicales libres (Shahidi et al, 1992). La presencia de grupos carbonilicos o
carboxilicos en numerosos compuestos fenolicos puede también resultar en la inhibicion
de la rancidez oxidativa (Hudson y Lewis, 1983). Entre los antioxidantes sintéticos mas
frecuentemente empleados para preservar los alimentos se encuentran los ésteres de
acido galico, el butilhidroxianisol, el butilhidroxitolueno y la butilhidroquinona terciaria.

Estos antioxidantes sintéticos son altamente activos y de bajo costo (Zhang et al, 2004).

Los ésteres de acido galico tienden a formar complejos con trazas de hierro, originando
sales de color azul oscuro, minimizandose su uso en aceites vegetales; ademas, son
altamente sensibles al calor, especialmente en condiciones alcalinas, por lo cual su
potencial antioxidante se pierde en el proceso de coccién de los aceites. El BHA y BHT
tampoco son muy apropiados cuando el alimento se somete a altas temperaturas, pues
generan un olor desagradable.



La butilhidroquinona terciaria (TBHQ) es mas estable a altas temperaturas, y su uso esta
muy extendido en los paises productores y exportadores de aceites vegetales (Valenzuela
y Nieto, 1996), sin embargo, altas dosis de TBHQ promueven carcinogénesis renal y de
vejiga en ratas (Peters et al, 1996), asi como productos de la oxidacion de TBHQ
provocan dafio en el DNA en la mucosa gastrointestinal de ratas (Morimoto et al, 1991).
BHT y BHA también inducen la formacion de tumores en ratas (Ito et al, 1983; Ito et al,
1986: Olsen et al, 1986). Yu et al, (2000) informan que BHA provoca apoptosis en
hepatocitos frescos aislados de rata y que la induccion de apoptosis es mediada por la

liberacion del citocromo c y la activacién de caspasas.
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Figura 3.1: Antioxidantes sintéticos mas empleados en la industria alimenticia.

Los antioxidantes naturales y sintéticos presentan idénticos mecanismos de actuacion,
pero existe interés en reemplazar antioxidantes sintéticos por otros de origen natural,
debido a la toxicidad de los antioxidantes sintéticos y también al creciente interés del
consumidor en la seguridad de los aditivos alimenticios. Ello ha creado la necesidad de
identificar fuentes vegetales seguras de antioxidantes para los alimentos basado en las
positivas acciones biolégicas que los antioxidantes naturales desempefian y adecuada la
solubilidad de los mismos en agua, aceite y emulsiones (Madsen y Bertelsen, 1995;
Wanasundra y Shahidi, 1998; Jeong et al, 2004; Rababah et al, 2004).



3.1.2 Antioxidantes naturales

Entre los antioxidantes naturales derivados de plantas se encuentran, los carotenoides, el
acido ascérbico, los tocoferoles, asi como también compuestos fendlicos: acidos
fendlicos, flavonoides y taninos (Hall y Cuppet, 1997; Velioglu et al, 1998).

3.1.2.1 Carotenoides, acido ascorbico y tocoferoles

Los carotenoides pertenecen a la familia de los tetraterpenos, que esta representada por
mas de 600 estructuras naturales conocidas, siendo el 3-caroteno y el licopeno son sus
representantes mas conocidos (Tapiero et al, 2004). Estos compuestos juegan un
importante rol en la proteccién de membranas celulares y de lipoproteinas contra el dafio
oxidativo (Stahal y Sies, 2003). La efectividad de los carotenoides como antioxidante

también depende de su interaccién con otros antioxidantes como vitaminas C y E.

El acido ascérbico o vitamina C, es una de las mas importantes vitaminas solubles en
agua. Por sus propiedades antioxidantes, el acido ascérbico y sus esteres de acidos
grasos se han utilizado como persevantes en la industria alimenticia. Ademas, el acido
ascorbico puede interaccionar con radicales tocoferoles para regenerar a- tocoferol,
ayudando a prevenir las reacciones de peroxidacion mediadas por los radicales
tocoferoles (Davey et al, 2000).

Los tocoferoles son un conjunto de isémeros naturales a-tocoferol, 3-tocoferol, y-tocoferol
y 8-tocoferol difieren en el grado de metilacion del anillo dihidrocromanol. El orden de
actividad antioxidante de estos compuestos es d-tocoferol > y-tocoferol > B-tocoferol > a-
tocoferol. La mezcla de los isémeros de tocoferol junto con los isémeros de toctrienol
(analogo al tocoferol, pero con una cadena lateral insaturada) es denominada

colectivamente vitamina E (Bramley et al, 2000).

Los antioxidantes naturales anteriormente mencionados son sensibles a condiciones
extremas de temperatura y a la presencia de metales de transicion, pudiendo en algunos
casos ejercer accion pro-oxidante al reducir esos iones metalicos y provocar efectos
mutagénicos (Frankel, 1996; Halliwell, 2001; Young y Lowe, 2001; Naidu, 2003).
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Dado que diversos estudios in vitro han demostrado que los compuestos fendlicos de
vegetales presentan actividades antioxidantes que a menudo sobrepasan las de vitamina
C, tocoferoles y carotenoides, es que los polifenoles se perfilan como la mejor alternativa
natural para reemplazar antioxidantes sintéticos como  butilhidroxitolueno,
butilhidroxianisol, galato de propilo y butulhidroquinona terciaria, comunmente usados en
grasas y aceites por su efectividad y bajo costo (Stadler y Guillot, 1997).

3.1.2.2 Compuestos fendlicos

3.1.2.2.1 Definicion de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen un grupo miscelaneo de especies organicas que
poseen al menos un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilos unidos a él. Estos
compuestos son principalmente productos secundarios derivados del metabolismo de las
plantas; ellos estan abundantemente distribuidos en el reino vegetal (Robards et al, 1999).
Desemperian diversas funciones fisioldgicas, por ejemplo, intervienen en el crecimiento y
reproduccién de las plantas y protegen frente a organismos patégenos, predadores e
incluso radiacién ultravioleta. También contribuyen a las caracteristicas organolépticas de
los alimentos de origen vegetal, como el color natural y el sabor que éstos poseen. A los
compuestos fendlicos se les atribuyen actividades biolégicas beneficiosas para la salud.
Entre éstas destacan sus efectos vasodilatadores, antiiflamatorios, antialérgicos,
antivirales, bactericidas y estimuladores de la respuesta inmune antioxidantes
(Balasundram et al, 2006). Un amplio rango de compuestos fendlicos de las plantas
presentan propiedades antioxidantes, en particular otorgan proteccion frente a la
oxidacion lipidica (Hagerman et al, 1998).

3.1.2.2.2 Clasificacion de los compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos pueden ser clasificados de acuerdo a su peso molecular en tres
grandes categorias: compuestos fendlicos de bajo pesoc molecular, como los acidos
hiodroxibenzdicos e hidroxicinamicos, compuestos fenolicos de peso molecular
intermedio, como los flavonoides, y compuestos fendlicos de alto peso molecular, que
incluyen los taninos (Escarpa y Gonzalez, 2001).



- Compuestos fendlicos de bajo peso molecular

Entre los acidos hiodroxibenzoicos los mas representativos son los acidos
p-hidroxibenzoico, salicilico, vainillico, galico y elagico. Por otra parte, los acidos
hidroxicinamicos (fenilpropanoides) mas ampliamente distribuidos son los &cidos caféico,
cumarico, ferulico y sinapico. La mayoria de estas estructuras se encuentran en el reino
vegetal asociadas a otros compuestos, un claro ejemplo de esto es la esterificacion del
acido caféico con el acido quinico para generar el acido clorogénico (Escarpa y Gonzalez,
2001).

R
R OOH Rz \
~—COOH
Ra Re R
(a) (b)

(a) Acidos R1 R2 [R3 (b) Acidos R1 R2 [ R3 [ R4
hidroxibenzoicos hidroxicinamicos
Acido galico OH OH OH Acido cafeico H H OH | OH
Acido H OH OH Acido fertlico H H OH | OCHa
protocatécuico
Acido vanillico H OH OCH3z | Acido p-cumarico H H H | OH
Acido siringico OCHs; |OH OCH; | Acido sinapico H OCHs | OH [ OCHs

Figura 3.2: Estructura quimica de los principales acidos fendlicos.

- Compuestos fenélicos de peso molecular intermedio

Los flavonoides son el grupo mas importante de los compuestos fendlicos por su alta
diversidad en cuanto a estructura quimica y funciones biolégicas (Robards y Antolovich,
1997). Los flavonoides comparten un esqueleto comun de difenilpirano (C6-C3-C6), el que
esta compuesto por dos anillos de fenilo (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano
(heterociclico). Los atomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8 y los del
anillo B desde el 1’ al 6' (Rice-Evans et al, 1996). La familia de los flavonoides incluye

antocianidinas, flavanoles, flavanonas, flavonoles, flavonas e isoflavonoides.
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Clasificacion de los flavonoides

Previo a realizar una descripcién de cada grupo de flavonoides, es conveniente indicar
que el término aglicona se refiere a un flavonoide que no esta unido a otra sustancia
quimica y que el término glicésido se emplea para indicar que la estructura esta unida a

un azucar.

Las antocianidinas (del griego anthos, flor y kyanosque, azul) son pigmentos que
confieren los colores rojo, violeta y azul a las frutas, aunque el color rojo de algunas frutas
(naranja y tomate) es debido mas bien a los carotenoides que a las antocianidinas.
Antocianidinas no glicosiladas, agliconas, se encuentran presentes como cationes en

medio acido con numerosas formas isomeéricas.

Las propiedades de pigmentacion de ellas han sido explotadas en la industria alimenticia
como aditivos en jugos y jaleas. Se han identificado seis especies de antocianidinas,
ampliamente distribuidas en el reino vegetal, que son responsables de la pigmentacion de
la mayoria de las frutas. La cianidina es la mas comun de las antocianidinas en términos
de abundancia En orden decreciente de abundancia, cianidina es seguida por delfinidina,
peonidina, pelargonidina, petunidina y malvidina. Estas especies generalmente estan
presentes como monoglucdsidos; la glicosilacion de ellas casi siempre ocurre en la
posicién 3, siendo glucosa, arabinosa o galactosa las sustituciones mas comunes. La
cianidina glicosilada con glucosa es la mas abundante de las antocianidinas en las frutas
y otros érganos de las plantas. Ademas de la antocianidinas glicosiladas, también se han
encontrado antocianidinas acetiladas (unidas quimicamente a un acido) en algunas frutas,
particularmente en uvas; la composicion quimica de las acetiladas es bastante compleja
debido a la presencia de especies monoglicosiladas originadas a partir de cinco agliconas
diferentes, que pueden estar acetiladas tanto por acido acético como por acido coumarico
(Robards y Antolovich, 1997).

Los flavonoles estan abundantemente distribuidos en el reino vegetal, ellos se encuentran
generalmente como o-glicosidos en las hojas y partes aéreas de las plantas. Mas de
doscientas de sus agliconas han sido identificadas en las plantas, aunque sélo cuatro de
ellas, quercetina, kaemferol, isoramnetina y miricitina estan comunmente en las frutas
(Robards y Antolovich, 1997).



Los flavonoles se encuentran normalmente glicosilados en la posicion 3, del anillo C y con
menor frecuencia en la posicion 7, del anillo A, siendo la D-glucosa el residuo mas
frecuente. Otros residuos de azucares son la D-galactosa, la
L-ramnosa, la L-arabinosa, la D-xilosa y también el acido D-glucorénico (Martinez-Florez
et al, 2002).

Los flavanoles constituyen uno de los grupos de la familia de los flavonoides que tambien
estan abundantemente presentes en la naturaleza. Dentro de su configuracion estructural,
es conveniente distinguir las unidades monoméricas correspondientes a la catequina y la
epicatequina y las organizaciones oligoméricas de las mismas, conocidas como
proantocianinas. Estas organizaciones oligoméricas constituyen la base de los taninos
condensados. Los flavanoles generalmente se encuentran como agliconas, o sea, ellos
carecen de formas glicosiladas (Escarpa y Gonzalez, 2001).

Las flavanonas son un grupo minoritario de la familia de los flavonoides. Por ello estan
distribuidas en pequefias cantidades en vegetales a excepcion de los citricos, en los
cuales son los compuestos fendlicos mayoritarios. Con respecto a sus agliconas, las mas
frecuentes son la hesperidina, la naringenina y la narirutina. Mientras que en los citricos
las flavanonas se encuentran fundamentalmente como agliconas, en otras plantas las

formas glicosiladas son las especies prevalentes (Robards y Antolovich, 1997).

Las flavonas son el grupo menos representativo de los flavonoides y entre sus agliconas
mas comunes se encuentran la apigenina y la luteonina. De manera similar a los otros
flavonoides, las flavonas casi siempre aparecen como estructuras glicosiladas (Escarpa y
Gonzalez, 2001). Los citricos constituyen nuevamente un caso especial ya que éstos
contienen flavonas polimetoxiladas como, por ejemplo, la nobiletina, la sinensetina y la
tangeretina (Robards y Antolovich, 1997).

Los isoflavonoides, al igual que las flavanonas y las flavonas constituyen un grupo
minoritario dentro de los flavonoides. Ellos generalmente aparecen como estrucuras
glicosiladas. Los isoflavonoides se encuentran principalmente en las leguminosas, en
particular en la soja. Los isoflavonoides mayoritarios en la soja son glicosidos de
genisteina y daidzeina (Hodgson et al, 1996).

16



Flavanonoles
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Figura 3.3: Estructura quimica de los principales flavonoides
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Compuestos fendlicos de elevado peso molecular

En general, el término tanino se refiere a compuestos fenélicos que poseen un amplio
grado de asociacion con otros polimeros esenciales, tales como proteinas vy
carbohidratos, cuya caracteristica mas relevante es su alto peso molecular. En el reino
vegetal, los taninos se encuentran en dos modalidades: taninos hidrolizables y taninos
condensados. Los taninos hidrolizables, también conocidos como galotaninos, son
estructuras construidas a partir de unidades de acido galico, las que pueden ser simples 0
esterificadas. Los taninos condensados, comunmente denominados proantocianinas, son
polimeros naturales compuestos de unidades de catequina o de epicatequina (Escarpa y
Gonzalez, 2001).

.,,,%OH

(@) (b)

Figura 3.4: Estructura basica de los taninos (a) condensados (b) hidrolizables

3.2 ROL DE LOS ANTIOXIDANTES EN LOS PROCESOS DE OXIDACION

La oxidacion lipidica es una de las principales causas del deterioro de los alimentos, ya
que afecta de manera importante el color, sabor y aroma de ellos. Ademas, el valor
nutricional de los alimentos esta relacionado con su habilidad para capturar radicales
libres o proteger estructuras bioldgicas de los organismos vivos de su oxidacion. Por ello,
se requiere adicionar a los alimentos sustancias que retarden o eviten la oxidacion, es

decir, antioxidantes (Valenzuela y Nieto, 1996).
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Un radical libre es una especie que contiene uno o mas electrones desapareados y que
es capaz de existir de manera independiente. Radicales libres como tricolorometil (CCly),
superdxido (O,7), hidroxilo (OH), peroxilo (ROOY) y oéxido nitrico (NO’) son producidos
metabolicamente en organismos vivos. Ademas, algunos derivados no radicalarios como
peroxido de hidrégeno (H,O,) y acido hipocloroso (HOCI) pueden ser generados en
sistemas alimentarios y biologicos. Todas estas especies reactivas de oxigeno pueden

participar en reacciones en cadena de radicales libres (Halliwell et al, 1995).

La oxidacion lipidica se desarrolla por un mecanismo de reaccion en cadena de los
radicales libres en un proceso que consta de tres etapas: iniciacion, propagacion y
terminacién. La oxidacion comienza en presencia de un radical iniciador el cual sustrae
un atomo de hidrégeno a una molécula sustrato, por ejemplo un lipido, para producir un
radical alquilo, que es altamente reactivo. Subsiguientemente, la reaccion procede a
través de reacciones de propagacion, donde el radical alquilo reacciona rapidamente con
oxigeno para formar radicales peroxilos. Los radicales peroxilos pueden oxidar lipidos,
generando hidroperéxidos lipidicos, los cuales, a su vez, se rompen formando una
amplia gama de compuestos, que incluyen alcoholes, aldehidos, cetonas, hidrocarburos
y radicales alcoxilos (LO’). La reaccion termina cuando dos radicales libres se combinan
para producir productos no radicalarios (Antolovich et al, 2002).

Los antioxidantes pueden retardar la etapa de iniciacion, tanto al reaccionar con un radical
lipidico como al inhibir la etapa de propagacién por reaccionar con radicales peroxilos o
alcoxilos. Los radicales libres de los antioxidantes formados son mas estables y pueden
inhibir las reacciones de propagacion en cadena formando compuestos no radicalarios.
Los antioxidantes naturales, ademas de mejorar la estabilidad de los alimentos que
contienen lipidos, son reconocidos por ejercer propiedades benéficas para la salud
humana (Schwarz et al, 2001).

Como esta expuesto en el trabajo de Moure et al (2001), el stress oxidativo esta
implicado en patologias como cancer, aerterioesclerosis, artritis reumatoidea y también
se asocia a enfermedades neurodegenerativas y procesos de envejecimiento. En
sistemas vivos, los antioxidantes dietarios (por ejemplo o- tocoferoles, p-caroteno, acido
ascorbico) y las enzimas endogenas (como superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y

catalasa) protegen contra el dafio oxidativo.



Meyer et al, (1998a) demuestran que compuestos polifenélicos reducen in vitro la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), particularmente aquellos
polifenoles con mudiltiples grupos hidroxilos son mas efectivos en la prevencion de la
oxidacion lipidica y de las LDL. El estudio de Saint-Cricq de Gaulejac et al, (1999) pone
de manifiesto que los antioxidantes naturales son capaces de proteger a las células del
dafio de los radicales libres.

Se han descrito otras actividades fisiolégicas de los antioxidantes naturales, como por
ejemplo, actividades antibacterial, antiviral y antimutagénica (lkken et al, 1999),
antialergénica (Noguchi et al, 1999), inhibicion de la agregacién plaquetaria y del
incremento de la presién sanguinea (lto et al, 1998). Se ha sugerido el uso de
antioxidantes naturales como agentes quimioprotectivos, ya que inhiben la generacion de
radicales libres (Miyake et al, 1999). Recientes estudios han mostrado que extractos de
berries y sus compuestos bioactivos inhiben la proliferacion celular, modulan la detencion
del ciclo celular e inducen apoptosis en células cancerigenas sin provocar efectos

citotéxicos en células normales (Seerman, 2008).

Aunque los compuestos fendlicos de vegetales son reconocidos como potentes
antioxidantes, debido a sus propiedades redox, las cuales les permiten actuar como
agentes reductores, dadores de hidrégeno, secuestradores de oxigeno singulete vy
quelantes de metales (Rice-Evans et al, 1995), también se ha determinado que ellos
tienen el potencial de actuar como pro-oxidantes bajo ciertas condiciones (Yen et
al,1997). Por ejemplo, flavonoides y &cidos hidroxicinamicos, en presencia de hierro u
oxigeno pueden dafiar el DNA, via produccion de radicales libres (Sakihama et al,
2002).Tal como lo observado en acido galico y sus derivados (Auroma et al, 1993), en
extractos de té verde (Wanasudara y Shahidi, 1998) y en flavonoles (Roeding-Penman y
Gordon, 1998) cuando estan en presencia de sales de metales, los antioxidantes también
pueden autooxidarse y generar sustancias reactivas y asi, actuar como pro-oxidantes.von
Gadow et al, (1997) observaron una accion pro-oxidante del acido caféico en emulsion
durante el blanqueamiento del B- caroteno, pero este compuesto mostraba una fuerte
actividad secuestradora de radical DPPH e inhibia la oxidacién lipidica en sistemas
acuosos y oleosos.
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Diferencias en la actividad debidas a diferencias en la particion relativa entre las fases en
diversos sistemas lipidicos puede explicar porqué el té verde es activo en liposomas de
aceite de maiz y de lecitina de soya y es pro-oxidante en emulsiones aceite en agua,
debido a su mayor afinidad por la superficie polar de las bicapas de lecitina (Frankel et
al, 1997).

Auroma et al, (1997) informaron sobre la capacidad de extractos de gengibre y del ajo
para secuestrar radicales hidroxilos e indican que la interaccion de ellos con quelatos de
hierro facilita la generacién de radicales hidroxilo y que el gengibre ejerce accion pro-
oxidante. La actividad pro-oxidante resulta de la capacidad de reducir metales, tales
como Fe®, a formas que reaccionan con O, o con H,O, para formar iniciadores de
oxidacion. Wanasudara y Shahidi, (1998) determinaron que la presencia de clorofila era
responsable del efecto pro-oxidante de los extractos de té en la oxidacion de aceites
marinos. Los metales de transicién tienen efectos pro-oxidantes en té, acido ascorbico y
a- tocoferol, pero este efecto puede no ser importante in vivo, si es que los metales de

transicion son secuestrados, excepto en condiciones patolégicas (Cao et al, 1996).

Como tendencia general, los antioxidantes extraidos desde materiales vegetales pueden
mostrar actividad pro-oxidante a baja concentracion y actividad antioxidante sobre ciertos
valores criticos de ella (Yen et al, 1997; Wanasudara y Shahidi, 1998). Sin embargo, el
efecto opuesto, es decir, efecto antioxidante a baja concentracion y comportamiento pro-
oxidante alta concentracion también se ha informado (Przybylsky et al, 1998).

Se necesita mayor investigacion para establecer en forma mas precisa la actividad,
biodisponibilidad y otros efectos biolégicos tanto in vitro como in vivo de antioxidantes
naturales (Moure et al, 2001). Las técnicas de medicién de antioxidantes como
secuestradores de radicales libres son una herramienta muy adecuada para seleccionar

aquellos extractos antioxidantes con mayor potencial para los posteriores estudios in vivo.

Manach et al, (2004), sefialan que un mayor conocimiento de las cineticas de absorcion,
acumulacién y eliminacion de los polifenoles en el organismo permitiria correlacionar el
consumo de frutas y vegetales y de los polifenoles que contienen con la emrgente
evidencia de su rol en la prevencion de diversas enfermedades asociadas al estrés

oxidativo.
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3.3 FUENTES NATURALES DE COMPUESTOS FENOLICOS

Una gran variedad de antioxidantes naturales han sido aislados de diferentes tipos de
materiales de plantas tales como frutas, vegetales, hojas, cereales, semillas oleaginosas,
raices, hierbas y especias (Ramarathnam et al, 1995). También presentan actividad
antioxidante algunos aceites vegetales, bebidas refrescantes vy alcohodlicas. Son de
particular interés, como fuente de antioxidantes, las plantas aromaticas y medicinales y
las especias e igualmente se han considerado como fuentes potenciales de compuestos

antioxidantes determinadas raices, tallos, cortezas y hojas de arboles.

Estudios realizados sobre el fuerte potencial antioxidante encontrado en frutas producto
de su contenido de polifenoles han sido publicados por Wang y Lin, (2000); Wang, et al,
(1996), Kalt et al, (1999), Garcia-Alonso et al, (2004), estos Ultimos analizan la actividad
antioxidante de veintiocho frutas, resultando los berries, y en especial los arandanos, las
frutas con mayor actividad antioxidante. Otros autores también muestran la importante
actividad antioxidante de berries (Abuja et al, 1998; Heinonen et al, 1998; Hakkinen et al,
1999; Prior et al, 1998), de cerezas (Wang et al, 1999), manzanas (Bandoniene y
Murkovic, 2002); de citricos (Saleh, et al, 1998), kiwies (Dawes et al, 1999), ciruelas
(Donovan et al., 1998) y jugos de fruta (Chambers et al, 1996).

Existen diversos estudios que analizan el potencial antioxidante de una amplia gama de
vegetales (Gazzani et al, 1998; Vinson, 1998; Ismail et al, 2004; Cao et al, 1996, Lin et al,
1998; Hertog et al, 1992; Vinson et al, 1998; Rodriguez de Sotillo et al., 1998), entre
otros. También se ha evaluado el potencial antioxidante de granos de cereales (Lehtinen
y Laakso, 1998; Zielinski y Kozlowska, 2000; Baublis, et al, 2000; Adom y Liu, 2002). En
semillas y oleaginosas como rosa mosqueta y avellana (Moure et al, 2000). Asimismo se
ha analizado el contenido de polifenoles y su actividad antioxidante en el vino (Katalinic et
al, 2004; Fernandez et al, 2004 y la cerveza (Vinson et al, 2003). Te verde y negro
también han sido intensamente estudiados por sus propiedades antioxidantes, contienen

hasta el 30% de su peso seco como compuestos fendlicos (Lin, et al, 1998).
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3.4 ANTIOXIDANTES FENOLICOS OBTENIDOS A PARTIR DE DESECHOS DE LA
INDUSTRIA AGROALIMENTARIA

3.4.1 Industria procesadora de frutas y hortalizas en Chile

En términos generales, la produccion hortofruticola destinada a la industrializacion puede
ser sometida a diversos procesos tales como la elaboracién de conservas de frutas y
hortalizas, la fabricacién de mermeladas y pulpas de frutas y pastas de hortalizas, la
preparacion de jugos clarificados o concentrados de frutas, la deshidrataciéon de frutas y

hortalizas, y la congelacion de frutas y hortalizas.

La agroindustria hortofruticola en Chile es un sector exportador emergente, con notables
indices de crecimiento de producciéon en los casos de jugo concentrado de manzanas,
pasta de tomates, conservas de frutas, frambuesas congeladas y deshidratados en
general. Este emergente sector genera gran cantidad de desechos, que s6lo para el afo
1997 consideraba 801798 toneladas, tal como los sefiala el catastro de residuos realizado
ese afo en el marco del proyecto de “Gestion de Residuos Agroindustriales”, financiado

por el Fondo de Desarrollo e Innovacion de la Corporaciéon de Fomento de la Produccion.

Estos residuos proporcionan una gran cantidad de material que puede ser utilizado para
alimentacién animal o bien como fertilizantes, lo que suele implicar costos para la industria
y un bajo valor agregado para los productos. Ademas, la disposicion de los residuos
actualmente, debe enfrentar el cumplimiento de restricciones legales cada vez mas
severas (Schieber et al, 2001).

Una alternativa para el manejo de los residuos agroindustriales sélidos es utilizarlos como
fertilizantes luego del compostaje (Sancho et al, 2004). Como el proceso de compostaje
genera olores desagradables, que no pueden ser eliminados completamente, la
localizacién de estas plantas no debe estar cercana a barrios residenciales, comerciales
u otras areas publicas. Ademas, el compostaje de residuos agroindustriales demanda
altos costos de inversion en la tecnologia necesaria para el adecuado control del proceso
(Schaub y Leonard, 1996).
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Otra forma de utilizar residuos agroindustriales solidos es en la produccion de alimento
animal (Sanchez et al, 2002). Sin embargo, el uso de desechos agrarios en la
alimentacion animal puede estar restringido por consideraciones nutricionales, por
ejemplo, altos niveles de lignina, celulosa, hemicelulosa y pectina, bajos niveles de
proteina, o la presencia en ellos de factores antinutricionales para los animales como
glucosinatos o taninos (Ulloa et al, 2004); los glucosinatos son en si relativamente
inocuos, pero en condiciones de hidrélisis por la enzima mirosinasa, alta temperatura o
bajo pH, ellos liberan varios productos que pueden ser peligrosos para los animales (Bell,
1993) y los taninos pueden interferir en los procesos digestivos, ya que al formar
complejos con proteinas interfieren en las enzimas digestivas, especialmente las
proteoliticas (Santos-Buelga y Scalbert, 2000). Ademas, costos de mano de obra y de
transporte hasta la zona ganadera usualmente limitan el beneficio directo de la
alimentacién animal con desechos provenientes de subproductos agricolas (Sanchez et
al, 2002).

Puesto que la manera mas efectiva de reducir el efecto ambientalmente negativo de la
acumulacién de residuos agroindustriales es incorporarlos en procesos productivos, se
propone que otra alternativa mas atractiva y conveniente para revalorizar descartes de
frutas y hortalizas es emplearlos como materia prima en la elaboracion de antioxidantes

para alimentos.

3.4.2 Antioxidantes fendlicos obtenidos a partir de desechos agroindustriales

Muchos de los materiales residuales generados por las agroindustrias contienen
polifenoles, asi, un modo eficiente y ambientalmente amigable de otorgar valor agregado
a estos sub-producto es utilizarlos como fuente para la produccion de antioxidantes
fenolicos (Schieber et al, 2001). Ademas, considerando que, en general, la mayor
distribucion de polifenoles con propiedades antioxidantes se encuentra en las fracciones
externas de los vegetales, es también conveniente extraer antioxidantes de residuos

agroindustriales como cascaras pieles, semillas, orujo y bagazo (Cruz et al, 2004).

Diversos estudios han demostrado el potencial antioxidante de una variedad de residuos

de vegetales, ejemplos de ello se discuten en los trabajos sefialados a continuacion.
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Extractos de cascaras de manzana y de peras presentan mayor actividad que los
extractos de sus pulpas (Wolfe et al, 2003; Leontowicz et al, 2003). Semillas de citricos
tienen mayor actividad y contenido de compuestos fendlicos que sus cascaras (Bocco et
al 1998), similarmente a lo reportado para residuos de jugo de uva (Murthy, et al, 2002;
Larrauri et al, 1997:; Larraurri et al, 1998). Soong y Barlow, (2004) demuestran que
extractos de cuesco de palta poseen mayor actividad antioxidante y contenido de fenoles
que extractos de su fraccion comestible, similarmente a lo reportado por Al-farsi et al,
(2007).

Extractos con una fuerte actividad antioxidante se han obtenido desde distintos residuos
agroindustriales, como orujo de manzana (Lu y Foo, 2000), pieles y semillas de citricos
(Bocco et al, 1998), cascaras de mango (Ajila et al, 2007)desechos industriales de
alcachofa (Llorach et al, 2002), residuos de coliflor (Llorach et al, 2003); semillas de uva
(Jayaprakasha et al, 2001; Murga et al. 2000), orujo de arandano (Vattem y Shetty, 2002),
semillas de tamarindo (Tsuda et al, 1994), cascaras de granada (Singh et al, 2002),
cascaras de papas (Rodriguez de Sotilo et al, 1994), cascaras de almendras (Takeoka y
Dao, 2003), cascara de avellanas (Moure et al, 2000), cascaras de mani (Yen y Duh,
1994) o harinas desgrasadas de raps (Thiyam et al, 2004).

La actividad antioxidante de algunos de estos extractos, ha sido comparable con la
antioxidantes sintéticos, tal es el caso de los extractos de residuos de manzana
(Leontowicz et al, 2003); extractos obtenidos desde bagazo de uva y manzana (Rubilar et
al, 2003), de cascaras papas (Rodriguez de Sotillo et al, 1994; Singh y Rajini, 2004).
Takeoka y Dao, (2003) prueban que los extractos de cascara de almendra tienen una
actividad antioxidante mas alta que la vitamina E y que se incrementa con la
concentracion del extracto. Moure et al, (2000) reportan que los extractos de cascaras de
avellanas presentan similar actividad con el antioxidante sintético BHT. Thiyam et al,
(2004) demuestran que los extractos metandlicos de residuos de raps tienen similar
potencial antioxidante con el acido sinapico, siendo superior al del a-tocoferol. En
extractos de pieles y semillas de uvas rojas, la quercetina es mas activa como
antioxidante que la quercetina 3-glucésido y que la quercetina 3-galactésido (Bonilla et al,
1999).
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Adicién de extractos obtenidos a partir de resiudos agroindustriales incrementa la
estabilidad oxidativa de aceite, tal como lo demuestran Abdalla et al, (2007) con cuescos
de mango, Thiyam et al, (2004) con residuos del raps o Zandi y Gordon, (1999) para
hojas de té afejas.

Larrosa et al, (2002) adicionan extractos ricos en polifenoles, obtenidos de desechos de
alcachofa, zanahoria, apio y cebolla para “funcionalizar” el jugo de tomate.
Analogamente, Al-farsi et al, (2007) demuestran que los desechos del procesamiento
vegetales son una buena fuente de antioxidantes naturales potencialmente util para

funcionalizar alimentos.

Si bien existe informacion que afirma la presencia de polifenoles en los residuos
agroindustriales, estas publicaciones son de caracter cientifico y no consideran el
desarrollo de un proceso escalable y rentable para la obtencién de extractos naturales de
antioxidantes.Una excepciéon a lo anterior, es el trabajo de Peschel et al, (2006) que
estudia con criterios productivos la obtencion de antioxidantes desde 13 residuos
agroindustriales de frutas y verduras, los autores seleccionan residuos de manzana,
Solidago virgaurea y alcachofa, para los cuales desarrollan un proceso extractivo a
escala piloto e incluyen aspectos econémicos, demostrando que es posible obtener
extractos con actividad antioxidante similar a la de los antioxidantes sintéticos, evaluados
sobre crema cosmética.

3.5 EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS DESDE FUENTES DE ORIGEN
VEGETAL

Debido a las relevantes propiedades de los compuestos fendlicos se han desarrollado
métodos para liberarlos desde las matrices de una muestra de origen vegetal, donde ellos
se encuentran. La obtencidon de compuestos fendlicos desde fuentes vegetales depende
tanto del tipo y del estado fisico de la muestra como de las especies fendlicas que se
desean aislar. Por ejemplo, puede ser de interés aislar fenoles totales, clases especificas
de fenoles o compuestos individuales; compuestos fendlicos libres o unidos; especies

monomeéricas, oligoméricas o poliméricas.



Respecto a la muestra, es importante considerar la clase de vegetal y la parte del vegetal
que se quiere utilizar para el andlisis, sea ésta hoja, cascara, piel, pulpa o semilla. En
relacion al estado fisico de la muestra, el andlisis dependera si ella se encuentra en fase
liquida, semisolida o sélida (Tura y Robards, 2002).

La extraccion con solventes en fase liquida es la técnica mas ampliamente usada para
separar compuestos solubles por difusion desde una matriz sélida, la extraccion de
compuestos fendlicos se reporta desde muestras frescas, liofilizadas (van der Sluis et al
,2001; Wang et al, 1999) o secadas (Ortufio et al, 1995; Conde et al, 1997), utilizando una
variedad de solventes y a veces, de manera secuencial con solventes de polaridad
creciente (Escribano y Santos-Buelga, 2003; Tura y Robards, 2002).

La cantidad y capacidad antioxidante de una materia prima esta fuertemente influenciada
por sus condiciones de extraccion. Los factores que intervienen en el proceso de
extraccion son: tipo de solvente, pH, tiempo y temperatura de extraccién, numero de
pasos de extraccién y volumen de solvente utilizado en cada paso y, tamafio de las
particulas del sélido. La eleccion del solvente es tan critica como el tiempo y la
temperatura de extraccion existiendo un compromiso entre la solubilidad del analito y su
degradacion o inactivacion (Fernandez de Simén et al, 1992). La temperatura del proceso
afecta la solubilizacién del compuesto antioxidante y también su capacidad antioxidante.
(Ibanez et al, 1999, Larrauri et al, 1997).

La eleccidon del tipo de solvente depende de la polaridad del antioxidante a extraer,
aunque ningun solvente proporcionara la recuperacion optima de todos los fenoles o
incluso de una gama limitada de fenoles en una muestra dada. Los fenoles de vegetales
exhiben una considerable diversidad en términos de acidez y polaridad, desde un
caracter hidrofébico a un caracter hidrofilico (Rodis et al, 2002). La situacion de
equilibrios dependientes del pH es especialmente compleja en el caso de la extraccion de
antocianinas (Lapidot ef al, 1999).



Compuestos fendlicos solubles son usualmente extraidos usando agua, metanol, etanol,
acetato de etilo o acetona. La presencia de azucares unidos tiende a provocar que los
compuestos fenodlicos sean mas solubles en agua y, por tanto, combinaciones de esos
solventes con agua son mejores solventes para glicésidos (Bonvehi et al, 2001; Conde et
al, 1997; He et al, 1997; Guyot et al, 1998). En contraste, agliconas menos polares como
isoflavonas, flavanonas, flavonas polimetoxiladas y agliconas de flavonoles, tienden a ser
mas solubles en solventes no acuosos; metanol al 70 u 80% ha producido buenos
rendimientos de extraccion de derivados hidroxicinamicos, de flavonas, de flavonoles y
de catequinas desde algunas frutas, legumbres, semillas de uva y de orujo de uva
(Escribano y Santos-Buelga, 2003). Ciertos grupos de flavonoides como flavonas y
flavonoles, no son generalmente extraidos como compuestos intactos sino que en forma
de sus agliconas. Por esta razon, se requiere un procedimiento de hidrélisis que rompa
enlaces glicosidicos previamente a la extraccion o durante ella (Escribano y Santos-
Buelga, 2003).

La extraccion de flavanoles manzanas, uvas negras y habas es dependiente del tipo de
solvente, etanol, metanol o acetona, y su concentracion entre 40 y 100% en agua (Arts &
Hollman, 1998). ElI minimo resultante de 70% de metanol en el solvente extractor se
atribuye a la necesidad de inactivar las polifenoloxidasas que presentan las plantas.
Thiyam et al, (2004) utilizan diferentes solventes para obtener extractos fendlicos a partir
de la torta prensada de raps, con metanol al 70% obtienen las mejores propiedades

antioxidantes.

Una proporcion variable de proantocianidinas es resistente a la extraccion,
particularmente en tejidos envejecidos u oxidados (Santos-Buelga & Scalbert, 2000). El
rendimiento de extraccion de proantocianidinas varia con el solvente y con su grado de
polimerizacién. La reduccién del tamafio de particulas favorece el proceso de extraccion
(Escribano y Santos-Buelga, 2003). Segun Jayaprakasha et al, (2001), los rendimientos
de extractos de semilla de uva como su composiciéon en flavanoles totales, procianidinas
y en flavanoles monoméricos varian considerablemente dependiendo del tipo de solvente

extractor.
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En vista a tales influencias, se requieren estudios comparativos para seleccionar el
solvente éptimo que otorgue la maxima actividad antioxidante para cada sustrato.
Mientras el solvente no esté saturado, a mayor razén solvente/residuo seria posible
obtener un aumento en la extraccion de polifenoles (Moure et al, 2000; Takeoka y Dao,
2003; Singh et al, 2004).

Generalmente, un incremento en la concentracion del extracto produce una mejora en la
actividad antioxidante, entonces seria recomendable concentrar el extracto siempre y
cuando el antioxidante no sea labil a las condiciones de concentracion, provocando su
pérdida de actividad. La concentracién del extracto que proporciona el maximo de
actividad depende del tipo de extracto y ademas para un mismo extracto, la actividad

antioxidante depende del ensayo con que se evalua (Yen y Wu, 1999).

Para una misma materia prima, el tipo de tipo de solvente influye en los compuestos
extraidos y su combinacion. Es muy comun que el extracto resultante se evalue por su
contenido de fenoles totales (determinados por el método Folin-Ciocalteau, de acuerdo a
Singleton y Rossi, 1965) y por su actividad antioxidante. La correlacién entre estos dos
valores se reporta muy variable, mientras que algunos autores afirman correlaciones

positivas, otros muestran lo contrario.

Con extractos de cascara y pulpa de manzana y pera, se obtienen buenas correlaciones
entre el contenido de polifenoles y las actividades antioxidantes medidas por los métodos
DPPH, blanqueamiento del B-caroteno y la actividad secuestradora del 6xido nitrico
(Leontowicz et al, 2003). Con extractos de residuos de alcachofa se logra una correlacién
lineal entre el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante ensayada por el
método DPPH, mientras que la actividad antioxidante evaluada por el método ABTS no
muestra buena correlacion (Llorach et al, 2002). Con extractos de residuos de coliflor, se
consiguen correlaciones positivas entre la capacidad antioxidante evaluada por los
DPPH, ABTS, FRAP vy tiocianato férrico y el contenido de fenoles totales (Llorach et al,
2003).



El contenido total de fenoles no se correlaciona con la actividad antioxidante en extractos
de berries ni en licores de frutas, posiblemente debido a los altos niveles de antocianinas
presentes en berries y vinos de fruta, las cuales tienen una baja respuesta en el ensayo
Folin-Ciocalteu (Heinionen et al, 1998).Tampoco se consigue correlacion significativa
entre la actividad antioxidante y el contenido fendlico de extractos de diversas frutas,
vegetales, hierbas y cereales dado que diferentes compuestos fenélicos tienen diferentes
respuestas con el método de Folin-Ciocalteu y que la actividad antioxidante de los
compuestos polifendlicos medida por el método del metillinoleato varia dependiendo de

sus estructuras quimicas (Kéhkonen et al, 1999).

Bocco et al, (1998) no observan correlacion entre la actividad antioxidante y el contenido
de fenoles en residuos de citricos, mostrando que otros compuestos tales como
tocoferoles, acido ascérbico u otras sustancias no identificadas son también responsables

de la eficiencia de esos extractos.

Se reportan acciones sinérgicas entre antioxidantes sintéticos, entre antioxidantes
naturales y sintéticos, y entre antioxidantes naturales (Yi et al, 1991; Maillard y Berset,
1995; Cilliers y Singleton, 1990; Yamaguchi et al, 1999; Meyer et al, 1998a). Mezclas de
antioxidantes que actitan de manera sinérgica son preferidas para prevenir
enfermedades inducidas por radicales libres. Aln en extractos comerciales ampliamente
utilizados, como extracto de romero, el comportamiento antioxidante y las acciones

sinérgicas de la mayoria de los compuestos no son bien conocidas (Cuvelier et al, 1996).

Los antoxidantes son sensibles a la temperatura. Un aumento de la temperatura de
extraccién mejoraria la eficiencia del solvente extractor permeabilizando la pared celular,
incrementando la solubilidad y los coeficientes de difusion de los compuestos a extraer,
disminuyendo la viscosidad del solvente, facilitando su paso a través del sustrato solido y
el subsiguiente proceso de separacion (filtracion o sedimentacién). Sin embargo,
excesiva temperatura puede degradar los compuestos polifendlicos. Tiempo vy
temperatura afectan combinadamente la estabilidad de la capacidad antioxidante
(Robards et al. 1999).



Azizah et al, (1999) estudian el efecto de la temperatura entre 30 y 90 °C sobre la
actividad antioxidante de subproductos de cacao obteniendo extractos estables hasta los
50 °C, la extraccion a mayor temperatura provoca una disminucién en la actividad
antioxidante. En extraccién de antocianinas de berries los rendimientos de extraccion se
reducen (Cacace y Mazza, 2003) a temperaturas sobre 40°C, siendo los 6ptimos entre
30 y 35 °C, afirman que la solubilidad de las antocianinas y sus coeficientes de difusion
aumentan con la temperatura, lo cual se traduce en una disminucién en el tiempo de
extraccion, pero temperaturas de 40 y 74 °C causan la degradacién de estos compuestos
fendlicos.

Larraurri et al, (1997) obtienen que las temperaturas de secado de 100 y 140 °C de la
pulpa de uva, afectan su posterior extracciéon de compuestos fendlicos, reduciendo
significativamente su contenido total de polifenoles (19 y 33 %), de taninos condensados
(11y 17 %) y su capacidad antioxidante (28 y 50 %) respectivamente. El secado a 60° no
afecta significativamente las caracteristicas evaluadas en comparacion con la muestra
seca congelada, como control. En otro articulo, Larraurri et al, (1998) reportan que los
extractos de antioxidantes de pulpa de uva blanca poseerian constituyentes bioactivos

mas resistentes a la temperatura que los de la uva roja.

Las modificaciones en la actividad antioxidante de extractos fendlicos en funcion del pH
de extraccion pueden ser provocadas por la liberacion de los compuestos fendlicos o
bien por una modificacion estructural de los mismos. La actividad antioxidante de
extractos acuosos de salvado de trigo se incrementa en condiciones acidicas que
simulan el pH gastrointestinal (Baublis et al, 2000), sugieren que la acidez aumentaria la
liberacion de fenoles glicosilados presentes en el salvado de trigo. Lehtinen y Laakso,
(1998) encuentran que la actividad antioxidante de extractos de avena es mayor cuando
la extraccion se efectia a pH 10, siendo en estas fracciones mayor el contenido de
proteinas y lipidos, los autores sugieren que el estado fisico seria uno de los
responsables de la alta actividad antioxidante. El efecto del pH sobre la estructura
quimica de los compuestos fendlicos se ha investigado sobre una serie de
hidroxiflavonas mostrando que ciertos pH afectan la deprotonacion de la parte hidroxilica
resultando en un incremento de la actividad secuestradora de radicales libres; ademas,
indican que la donacion de electrones es el mecanismo dominante de la accién de las
hidroxiflavonas luego de la deprotonacion (Lemanska et al, 2001).
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Otras técnicas menos convencionales para la recuperacion de extractos ricos en
compuestos fendlicos son la extraccion por solventes asistida por microondas, y la

extraccion con fluidos supercriticos.

En la extraccién por solvente asistida por microondas se combina la energia microondas
y la tradicional extraccion con solventes. La capacidad para calentar rapidamente la
mezcla de solvente-muestra es la principal ventaja de esta modalidad, reduciendo los
tiempos de extraccién y la cantidad del solvente (Sparr-Eskilsson y Bjérklund, 2000). La
mejora del rendimiento de extracciéon estd comprometida con la estabilidad del solvente a
las temperatura que alcanza la muestra en el microondas (Escribano y Santos-Buelga,
2003).

La extraccion con fluidos supercriticos combina las caracteristicas de los gases y de los
liquidos para la extraccién. La baja viscosidad de los fluidos supercriticos, generalmente
diéxido de carbono, confiere alta capacidad de difusion y mejora el acceso a los
compuestos fendlicos unidos a la pared celular. Mas aun, su relativamente alta densidad
confiere un alto poder de solvatacion, facilitando el proceso de extraccién, gracias a la
rapidez del proceso en ausencia de luz y aire minimiza degradacion como oxidaciones o
isomerizaciones (Palma y Taylor, 1999; Tena, et al 1998; Modey et al, 1996). El interés
en la extraccion con fluidos supercriticos de productos bioactivos es amplio, pero por su
costo es alto y son pocos los procesos industriales que aplican esta técnica,
especialmente en productos competitivos.

Como se aprecia de los parrafos precedentes, al usar una materia prima como fuente de
antioxidantes, no es posible predecir a priori sobre la compos.icién del extracto obtenido,
sobre su actividad o su estabilidad, siendo necesario estudiar cada caso en particular:
Este problema se acrecienta cuando la materia prima es un residuo agroindustrial, cuya
composicion generalmente no es constante. Mucha de la informacion sobre el contenido,
caracterizaciéon y actividad antioxidante de frutas y verduras, no considera las distintas
posibilidades de extraccion como tampoco su efecto sobre el resultado final.
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3.6 APLICACION DE ENZIMAS EN LA EXTRACCION POR SOLVENTES

Las enzimas son catalizadores bioldgicos altamente eficientes y especificos que ofrecen
multiples ventajas sobre los catalizadores quimicos, ya que provienen de fuentes
renovables, son biodegradables y trabajan a condiciones suaves de temperatura y pH.
Por ello, el uso de enzimas en procesos industriales puede, a menudo, disminuir
problemas debidos a tratamientos con altas temperaturas, solventes organicos y
condiciones extremas de pH. Ademas, el uso de enzimas permite incrementar tanto la
especificidad de la reaccion como la pureza del producto y reducir el impacto ambiental
(Cherry y Fidantsef, 2003).

3.6.1 Aplicacion de las enzimas en la industria alimenticia

La mayoria de las enzimas comunmente utilizadas en la industria alimenticia son de
caracter hidrolitico y ellas catalizan una variedad de reacciones. Por ejemplo, se utilizan
enzimas en procesos de transformacion de alimentos tales como la conversién del
almidén a jarabes de alta fructosa, la panificacion, la elaboracion de cervezas y vinos, la
fabricacion de quesos, la clarificacion de jugos de fruta y en la extraccion de aceites
vegetales (Hamada, 1997). Su principal limitante para la aplicacion en los proceso
indutriales ha sido su elevado costo, sin embargo con el avance de la biotecnologia hoy
es posible obtener formulaciones maas econémicas y de mejor calidad. (Zufiga et al,
2003; Bhat, 2000).

La conversion enzimatica del almiddn en jarabe de alta fructosa constituye un significativo
ejemplo de un bioproceso en el cual el uso consecutivo de diversas enzimas es necesario
(Kirk et al, 2002). Durante muchos afios se han empleado amilasas y proteasas en la
panificacion; en afios recientes se han utilizado las hemicelulasas, especialmente las
endo-xilanasas, para mejorar la calidad de diversos productos de panaderia (Poutanen,
1997). La tecnologia enzimatica juega un rol central en los procesos de fabricacion de
cervezas y vinos. En el caso de la industria cervecera, se adicionan B -glucanasas y
polisacaridasas durante el malteado y la fermentacion. En la industria vitivinicola,
pectinasas, B-glucanasas y hemicelulasas son ampliamente usadas para facilitar los

procesos de clarificacion y filtracion e incrementar la calidad y estabilidad de los vinos.
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En el procesamiento de jugos de frutas y de vegetales se utiliza una combinacién de
pectinasas, celulasas y hemicelulasas para facilitar la maceracion, la licuefaccion y la
clarificacion; ello permite reducir costos de produccién y mejorar los rendimientos (Bhat,
2000). Tratamientos enzimaticos se han aplicado exitosamente en la extraccion de
algunos aceites de vegetales y de semillas oleaginosas (Dominguez et al 1993,1994;
Rosenthal et al, 1996; Shankar et al, 1997; Shabati et al, 1998). Se han reportados
incrementos en la extraccion de aceites vegetales con el uso de enzimas que degradan

las paredes celulares, facilitando asi la liberacion del aceite.

Las enzimas que contienen actividades celuloliticas, hemiceluloliticas y pectinoliticas son
de ayuda en procesos de extraccion con diferentes tipos de procedimientos: extraccion
con hexano, extraccion por prensado en frio, extraccién acuosa del aceite, o bien,
mediante una extraccién acuosa seguida de una extraccion con otro solvente. Ademas, la
extraccion de aceites asistida por enzimas mejora la calidad nutritiva del producto en

relacion a controles no enzimaticos (Zufiga et al, 2003).

3.6.2 Extraccion por solventes de compuestos fendlicos asistida por enzimas

A la fecha, s6lo unos pocos trabajos han analizado la aplicacion de enzimas en
procesos que emplean solventes organicos o agua para extraer compuestos fendlicos
desde muestras de origen vegetal, en esos estudios se efectia sélo un pre-tratamiento
enzimatico para favorecer la posterior extraccion con solvente. Resultados relevantes

obtenidos en trabajos sobre este tema se presentan y se analizan a continuacion.

La extraccion de antioxidantes ayudada por enzimas desde orujo de uva se ha reportado
por Meyer et al, (1998b), mostrando un incremento en la extraccion de compuestos
fendlicos del orujo de uva mediante el empleo de enzimas que degradan las paredes
celulares de vegetales. Los autores evaluaron parametros como el tipo de enzima, el
tiempo de hidrolisis enzimatica y el tamafio de particula del orujo de uva y la efectividad
de los extractos obtenidos con enzimas en la inhibicion de la oxidacion de las LDL in vitro.
Este estudio no evalua la utilizacion de distintas variables de proceso, como temperatura,
razén enzima/sustrato, tampoco considera que la actividad enzimatica es una medida de
la velocidad de reaccién, usandose un disefio experimental poco acotado sin estudiar la

accion combinada de accion enzimatica y el tiempo de incubacion.



Pardo et al, (1999) trabajan con vinos rojos elaborados con uva Moscatel y estudian el
efecto de cuatro preparaciones enzimaticas comerciales sobre el contenido de
antocianinas y fenoles totales, la calidad de color y también sobre el fraccionamiento de
pigmentos. Los autores probaron que con todas las enzimas adicionadas (Endozym
contact pelliculatire, Biopectinasa, Ultrazym 100G y Rapidase excolor) se consigue un
incremento en la cantidad de fenoles extraidos y de antocianinas con respecto al control
no enzimatico. Ademas, las enzimas mejoran la calidad del color obtenido (menores
valores de tono y mayores proporciones de monoémeros). Todos los tratamientos
enzimaticos produjeron un incremento en la densidad del color con respecto al control
durante la vinificacién. Por otra parte, cuando se analizo la evolucion de la densidad de
color de los vinos durante nueve meses de conservacion se aprecio una menor
decoloracién en las muestras con tratamientos enzimaticos, especialmente en muestra
tratadas con Endozym contact pelliculatire y Biopectinasa. Este trabajo muestra el efecto
positivo de la accion enzimatica sobre los fenoles recuperados en vino y su aporte a la
calidad del mismo: sin embargo, no contempla el uso de biocatalizadores para recuperar
extractos fendlicos ni tampoco estudia las condiciones de extraccion.

Weinber et al, (1999), en conocimiento que romero y salvia poseen una fuerte actividad
antioxidante, evallan la eficiencia del ensilaje asistido por enzimas en la recuperacion de
polifenoles de estas hierbas. Enzimas que hidrolizan las paredes celulares de vegetales
(celulasas, hemicelulasas y pectinasas) pueden ser aplicadas en el ensilaje de hierbas
pobres en azlcares. Se obtuvo un incremento en la recuperacion de polifenoles desde
romero y salvia al emplear celulasas, hemicelulasas y pectinasas; el mejoramiento en la
recuperacion de polifenoles esta asociado a la hidrélisis de la pared celular. Nuevamente,
se trata de un estudio que si bien demuestra el efecto positivo de la accion enzimatica
sobre el contenido de fenoles, no pretende generar un extracto fendlico, no se evalua la
actividad antioxidante ni las variables que la afectan, sin ser un aporte cientifico desde

este punto de vista.

Andreasen et al, (1999) estudian la liberacion de acidos hidroxicinamicos y de acidos
hidroxibenzoicos de granos de centeno pre-tratados con cuatro enzimas comerciales
(Macer8 FJ, Grindamyl, Rapidase Be Super y Viscoyme); cada una ellas posee diferentes

actividades enzimaticas que permiten degradan las paredes celulares de vegetales.
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Concluyen que todos esos tratamientos enzimaticos incrementan significativamente la
extraccion de los acidos hidroxicinamicos desde granos de centeno con respecto tanto a
controles no enzimaticos como a tratamientos con NaOH. También encuentran que no
hay diferencias significativas entre los efectos de la aplicacion de Macer8 FJ, Grindamyl y
Rapidase Be Super, pero que Viscoyme libera menos acido ferulico que las otras
enzimas. Por tanto, proponen que uso de las enzimas analizadas se puede mejorar la
calidad nutricional del pan de centeno al incrementar el contenido de acidos fendlicos
libres. Al igual que en el parrafo precedente, se trata de un reporte que muestra
indirectamente el efecto positivo de la aplicaciéon de enzimas sobre el contenido fendlico,
pero es incompleto a lo que respecta a establecer las condiciones mas adecuadas para
lograr el proceso extractivo.

En cuanto al uso de enzimas para la recuperacién de antioxidantes desde orujo de
grosella negra, Landbo y Meyer, (2001) estudian el efecto de parametros tales como tipo
de enzima (Grindamyl y Macer8 FJ), tiempo de hidrdlisis, presencia o no de semillas en el
orujo, tamafno de particulas, temperatura y tipo de solvente en la extraccion. Los
rendimientos fluctuaron entre 62 y 383 mg/L de EAG para extractos metandlicos y entre
los 58 y 247 mg/L de EAG para los acuosos. En los extractos metandlicos de orujo sin
semilla el rendimiento de fenoles se incrementé entre 1.2 y 1.8 veces, comparado con el
de los extractos de orujo con semilla. Analogamente, en los extractos acuosos el
rendimiento de fenoles se incrementé entre 1.1 y 1.6 veces para los sustratos sin semillas
versus el de los sustratos con semillas. Ademas determinaron que la reducciéon del
tamafio de particula incrementa significativamente el rendimiento de fenoles y de
antocianinas para extractos acuosos y metandlicos, independientemente del tipo de
sustrato (con y sin semillas). El nivel de respuesta a distintos parametros y sus
intertacciones se mide mediante un disefio experimental con condiciones extremas de
temperatura, concentraciéon de enzima y tiempo, sin considerar que la accién enzimatica
se mide como velocidad de reaccion.

Tobar et al, (2005) evaltan el potencial antioxidante de la harina desgrasada de pepa de
uva. Para ello, obtienen extractos ricos en polifenoles empleando solventes de distintas
polaridades (acetato de etilo, acetona, etanol, metanol, asi como las mezclas de
metanol/agua en una proporcion 7:3 y metanol/agua en una proporcion 9:1).
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Los autores determinan que el mayor rendimiento de extraccion de sélidos solubles se
obtuvo con metanol absoluto y se encontraron rendimientos de extraccién similares al con
metanol para mezcla de metanol/agua 9:1; en cambio con los otros solventes se
obtuvieron rendimientos inferiores. Por otra parte, se obtuvo el mas alto contenido de
polifenoles totales extraibles con la mezcla de metanol/agua 7:3; extraccién con metanol
absoluto produjo cantidades de polifenoles totales extraibles similares, mientras que con
los otros solventes ensayados se consigue una menor cantidad de ellos. Determinan
ademas que en extraccion sin pre-tratamiento enzimatico, un aumento en la temperatura
del proceso implica un aumento en la cantidad de compuestos fendlicos extraibles

independientemente del tiempo de operacién empleado.

En el trabajo reportado por Tobar et al, (2005), el contenido de polifenoles aumenta
cuando la harina desgrasada ha sido pretratada enzimaticamente, sin embargo no se
observa lo mismo en la actividad antioxidante, demostrandose que la accion enzimatica
podria también ejercer un efecto negativo o indiferente sobre la actividad antioxidante,
Posiblemente los mismos compuestos fenodlicos podrian inhibir la actividad enzimatica, o
bien el tiempo y temperatura de tratamiento enzimatico podrian afectar la actividad.

De acuerdo a Lee y Wrolstad, (2004), la incorporacion de enzimas en el procesado de
jugos de berries, no permite obtener mejoras en cuanto a la extraccién de antocianinas ni
en la cantidad de compuestos fenodlicos totales, mas aun su contenido se reduce
levemente cuando se utilizan enzimas y se trabaja sobre el fruto completo; sin embargo
cuando las enzimas se aplican sobre pieles de berries se logran mejoras en la

recuperacion de polifenoles.

Sun et al, (2005) investigan la influencia de diversas pectinasas comerciales en el
contenido de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante de jugo de esparragos. El
jugo de esparragos tratado con Viscozyme presentd el mayor contenido de quercetina,
pero no exhibidé un incremento significativo de la actividad antioxidante, mientras que la
actividad antioxidante del jugo de esparragos se reduce considerablemente al incorporar
con una pectinasa de Asperguillus nigeer. Nuevamente se muestra el efecto positivo de la
accion enzimatica sobre el contenido de fenoles pero no sobre su actividad antioxidante y

los autores solo evalian pectinasas para este fin.



Kim et al, (2005), sefalan que los estudios sobre aplicacion de enzimas para
despolimerizar los polisacaridos de la pared celular vegetal y mejorar el rendimiento de
extraccion de compuestos fenolicos y la composicién de la fibra dietaria son escasos;
razén por la cual evalian el efecto de un pre-tratamiento enzimatico en la extraccion
fenolica desde cascaras de manzana utilizando celulasas de Thermobifidia fusca,
encuentran una correlacién positiva entre la liberacién de fenoles y la reduccién de
azUcares debido al tratamiento enzimatico. Demuestran, ademas, que la adicion de
pectinasas incrementa la reactividad de las celulasas de una manera dependiente del
tiempo de incubacion. Sin embargo, la determinacién del contenido fendlico sélo se
realiza a un tiempo de incubacién (42 horas), requiriéndose una mayor investigacion para
la optimizaciéon de pre-tratamientos en reacciones enzimaticas con el fin de maximizar el
rendimiento de compuestos fenolicos.

Li et al, (2006b) analizan la extraccion acuosa enzimaticamente asistida desde cascaras
de diferentes citricos (limén Yen Ben, limén Meyer, pomelo, mandarina y naranja).
Determinan que los parametros mas importantes en el proceso extractivo son las
especies de citricos, las condiciones de las cascaras, la temperatura de extraccion, el tipo
de enzimas y la concentracion de los biocatalizadores. Las cascaras de pomelo presentan
el mayor contenido fendlico, seguido por las cascaras de mandarina, limoén Yen Ben,
naranja y limén Meyer. La extraccion asistida con Celluzyme MX a 50°C produce la mayor
recuperacion de polifenoles; una razén enzimal/sustrato de 1.5% fue suficiente para lograr
una elevada extractibilidad. Este estudio reviste gran originalidad pues el el primero
encotrado en la literatura sobre el tema que se focaliza en extraccion enzimaticamente
asistida durante el mismo proceso de extraccién; no obstante, sélo se emplea agua como
extractante no evaluando la posibilidad de incorporar mezclas hidroalcohdlicas durante la

recuperacion enzimaticamente asistida de antioxidantes fendlicos.

Puupponen-Pimia et al, (2008) estudian el efecto de nueve enzimas capaces de degradar
la pared celular vegetal sobre la actividad antioxidante y antimicrobiana de arandano
negro, determinan que tratamientos enzimaticos liberan los fenoles desde la pared celular
vegetal, lo cual aumenta la actividad antimicrobiana del jugo de esta fruta y de su torta
prensada, presentando un mayor efecto sobre Salmonella entérica sv que sobre
Staphylococcus, dicho incremento se obtiene bajo condiciones acidicas, propias de
productos derivados de berries.
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Los autores indican, que debido a la liberacién de los polifenoles de la pared celular
vegetal la actividad antioxidante, medida como capacidad de secuestrar radicales libres,
se incrementa alrededor de un 30% con el tratamiento enzimatico, mietras que el
contenido de compuestos fendlicos aumenta entre un 21 y un 43% dependiente del tipo
de biocatalizador empleado. Efectos contrapuestos se obtienen en relacién a los niveles
de antiocianinas, si bien con algunas enzimas el contenido de estos compuestos se ve
incrementado entre un 25 y un 68%, con otros catalizadores enzimaticos no hay
incrementos con respecto al valor referencial. Este trabajo nos induce a evaluar el efecto
de distintas formulaciones enzimaticas comerciales sobre la extraccion de antioxidantes
fendlicos, siendo que la mayoria de los estudios reportados sélo estudian a lo mas cuatro

productos enzimaticos comerciales.

Maier et al, (2008) utilizan enzimas capaces de degradar paredes celulares vegetales,
como una alternativa al proceso de sulfitacion para extraer pigmentos desde residuos de
uva. Determinan que con una mezcla de preparaciones de caracter pectinolitico y
celulolitico a razén 2:1 se consige incrementar la cantidad de compuestos fendlicos luego
de 2 horas de tratamiento enziméatico a 40°C y pH 4.0, aplicando una dosis de 4.5 g la

mezcla enzimatica/Kg residuo (en base seca).

Kopponen et al, (2008) investigan el impacto del tratamiento enzimatico en la extraccion
de flavonoles a partir arandano negro y grosella negra. Para ello emplean cuatro
biocatalizadores comerciales (Econase CE, Biopectinase CCM, Pectinex Smash XXL y
Pectines BE-3L). Determinan que el proceso asistido por enzimas afecta la extractibilidad
de los flavonoles desde estas frutas, elevando los rendimientos de extraccion en los jugos
y disminuyéndolos en la torta prensada, en comparacion a controles no enzimaticos.
Muestran que para maximizar el efecto en la extractibilidad de los flavonoles, se requieren
mayores dosis de enzimas en grosella negra que en arandano negro, dado el mayor
contenido de pectinas en la pared celular de |la primera.



Para la recuperacién de compuestos fendlicos desde harina residual de borraja (Soto et
al, 2008) realizada con tres solventes organicos distintos (metanol, etanol y acetato de
etilo) y con agua. El metanol es el solvente que produce las mejores extracciones. Por
otro lado, se observé que el rendimiento de extracciéon disminuye al disminuir la polaridad
del solvente. Se observo, ademas, que el rendimiento de extraccion aumenta con el
tratamiento enzimatico lo que puede ser atribuible a la degradacion de diversas
macromoléculas mediante la accién de las enzimas. Ello es consistente con los resultados
publicados por otros investigadores como Meyer et al, (1998) y Landbo y Meyer, (2001).
Los extractos metandlicos poseen un contenido de compuestos fendlicos casi tres o dos
veces mayor en relacion a lo obtenido con acetato de etilo y casi seis veces mayor a lo
obtenido con etanol sin o con tratamiento enzimatico, respectivamente. En cuanto a la
actividad antioxidante el tratamiento enzimatico afecta positivamente respecto a la del
extracto sin tratamiento, obteniéndose un 50% de inhibicion del radical DPPH con 1200 y
3900 ppm, respectivamente. En este trabajo sélo se evalu6 la capacidad reductora del
radical DPPH, no incluyendo otro tipo de método complementario para determinar la
actividad antioxidante de los extractos obtenidos enzimaticamente. Si bien este estudio
presenta un aporte en la incorporacion de enzimas, esta se efectua previa a la extraccion
con solventes, en el cual sélo se midieron algunos parametros operacionales.

Kapasakalidis et al, (2009) estudian el efecto de una celulasa commercial en la liberacion
de compuestos fendlicos desde residuos de grosella negra. El tratamiento enzimatico
incrementa la degradacion de los polisacaridos de la parde celular, facilitando Ia
subsiguiente extraccion con metanol; la liberacién de antocianinas y otros fenoles es
dependiente de diversos parametros de operacion, tales como dosificacion de la enzima,
temperatura y tiempo de extraccion. A 50°C, los rendimientos de antocianinas se
incrementan en un 44% luego de 3 horas y en un 60% luego de 1.5 horas para la menor y
mayor razon enzima/sustrato, respectivamente. Esta investigacion fue conducida con un
unico biocatalizador que posee actividad celulolitica, no considerenado las ventajas de
emplear pectinasas en conjunto con celulasas.
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Mas alla de la literatura existente, también es posible encontrar algunas pocas patentes
que relacionan la recuperacion de antioxidantes con la incorporacién de enzimas ya sea
desde hongos (JP2006271325), granos de café (WO02006103515), desde hojas de
pequefos arbustos de la familia de myricaceae (JP9095672), mirobalan (JP2006057011),
cebollas (KR20040041475), oliva, sus hojas y el residuo del prensado (ES2233208), pero
ninguna de ellas busca mejorar la extraccion de antioxidantes fendlicos desde residuos
agroindustriales.

La revisién precedente muestra que se han efectuado algunos estudios tendientes a
mejorar la extraccion de antioxidantes fendlicos, sin embargo, ninguno de ellos emplea la
aplicacion del tratamiento enzimatico durante la extraccion con solventes distintos al agua.
Ademas el analisis de las distintas variables que afectan el proceso extractivo es en su
mayoria incompleto. Este hecho da pie al desarrollo de un proyecto de investigacién que
permita recuperar un extracto con capacidad antioxidante mediante un proceso

biotecnoldgico, de manera eficaz y competitiva al mercado ya existente.

3.7 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE COMPUESTOS
FENOLICOS

Durante la oxidacion lipidica, los antioxidantes actian de varias maneras ya sea
uniéndose a iones metalicos, secuestrando radicales o descomponiendo peréxidos. A

menudo mas de un mecanismo esta involucrado, pudiendo causar sinergia entre ellos.

Esto conduce a la necesidad de desarrollar métodos que permitan comparar la efectividad
antioxidante de diferentes compuestos.

Al presente, hay una gran variedad de métodos para determinar la actividad antioxidante
de diversos compuestos presentes en sistemas alimentarios, pero desafortunadamente no
existe un meétodo estandarizado. La eficacia de los distintos métodos esta determinada
por las condiciones experimentales y el enfoque metodoldgico involucrado (Frankel y
Meyer, 2000; Antolovich et al, 2002).
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Previo a la seleccion de una o mas técnicas de analisis de la capacidad antioxidante se
debe responder a una serie de interrogantes. Por ejemplo, ¢cuales son las reales
propiedades de proteccién de los antioxidantes?, ;contra qué protege el antioxidante?,
iqué sustratos se oxidan?, ;qué productos se inhiben?, ;cual es el efecto de la
interaccion con otros compuestos? y ;qué condiciones son relevantes para una aplicacion
real? (Frankel y Meyer, 2000).

La mayoria de los métodos quimicos desarrollados para evaluar la actividad antioxidante
de diferentes compuestos fendlicos estan basados en su habilidad para secuestrar

diferentes radicales libres o para inhibir la peroxidacion lipidica.
3.7.1 Métodos para evaluar la actividad secuestradora de radicales libres

A continuacion se describen algunos de los principales procedimientos actualmente

utilizados para evaluar actividad antioxidante de compuestos fendlicos.

3.7.1.1 Actividad secuestradora del radical 2,2 difenil-1- picril hidracilo o Método
DPPH

El método DPPH esta basado en la capacidad de los antioxidantes para secuestrar el
radical estable 2,2 difenil-1- picril hidracilo, también conocido como 1,1 difenil-2- picril
hidracilo o como a,a difenil- 3- picril hidracilo. El DPPH es un radical estable debido a la
deslocalizacion del electron desapareado sobre la moléclula completa. La deslocalizaciéon
da lugar a un color violeta oscuro, caracterizado por una banda de absorcion en solucion
de etanol, centrada alrededor de 520 nm. EI DPPH es reducido a la correspondiente
hidrazina cuando éste reacciona con una sustancia que puede donar un atomo de

hidrégeno, produciéndose la decoloracion de la molécula (Molyneaux, 2004).

La técnica mas frecuente de medicién es el ensayo de decoloracion, el cual evalta la
disminucién de la absorbancia en el rango 515-528 nm producida por la adicion de un
antioxidante a una solucion de DPPH" en etanol o metanol. Diferentes autores utilizan
distintas concentraciones iniciales de radical y diferentes tiempos de medicion de la

reaccion.
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El ensayo DPPH es considerado un ensayo valido y facil de realizar para evaluar la
actividad secuestradora de antioxidantes, ya que el radical es un compuesto estable y que
no debe ser generado como ocurre con otros ensayos de actividad secuestradora. Desde
el punto de vista metodoldgico, el ensayo del DPPH es recomendado como adecuado
para la medicion de la actividad antioxidante de jugos de frutas y verduras o de extractos
de origen vegetal. Los resultados son altamente reproducibles y son comparables con
otros métodos de evaluacion de la actividad secuestradora como el ABTS (Sanchez-
Moreno, 2002).

Un parametro que se ha introducido recientemente para la interpretacion de los resultados
del método DPPH, es la “concentracion eficiente” o “valor de CEs,", que se define como la
concentracion de sustrato que causa la pérdida del 50 % de la actividad DPPH (color).
Este parametro fue introducido por Brand- Williams et al, (1995) y ha sido
subsiguientemente utilizado por otros grupos de investigadores por ejemplo Sanchez-
Moreno et al, (1998), Sanchez- Moreno et al, (1999), Lu y Fo, (2000) y Atoui et al, (2005),
Llobera y Canellas, (2007), entre otros.

Numerosos trabajos sobre antioxidantes presentes en vegetales han sido realizados
empleando el método del DPPH en frutas y verduras (Miller et al, 2000, Abdille et al,
2004:; Kanatt et al, 2005; Thaipong et al, 2006; da Silva Pinto et al, 2008), plantas
medicinales (Tanaka et al, 2003; Jang et al, 2007; Surveswaran et al, 2007; Loo et al,
2.007), cereales y granos (Wang et al, 2007; Choi et al, 2007; Rocha-Guzman et al,
2007), hierbas y especies (Kulisic et al, 2006; Mata et al, 2007) , té (Saito et al, 2007; Su
et al, 2007 ) y en residuos agroindustriales como cascaras de mani (Yen y Duh, 1994)
orujo de uva (Larrauri et al, 1998; Murthy et al, 2002a; Rubilar et al, 2003; Llobera y
Canellas, 2007), orujo de manzana (Lu y Fo, 2000; Rubilar et al, 2003), cascaras de
canola (Amarowicz et al, 2000), cascaras de avellana (Moure et al, 2000), residuos de
alcachofa, coliflor cebolla y zanahoria (Larrrosa et al, 2002), descartes de alcachofa
(Llorach et al, 2002), cascaras y semillas de granada ( Singh et al, 2002), orujo de
arandano (Vattem y Shetty, 2002), descartes de coliflor (Llorach et al, 2003), cascaras y
pulpas de manzanas y peras (Leontowicz et al, 2003), cascaras de arroz (Lee et al, 2003),
descartes de lechuga y achicoria (Llorach et al, 2004), cascaras de papa (Singh et al,
2004; Kanatt et al, 2005), residuos de tamarindo (Shui y Leong, 2006), cascaras de
mango (Alija et al, 2007), pericarpio de Litchi (Ruenroengklin et al, 2008).
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3.7.1.2 Actividad secuestradora del radical cation 2,2,-3- etilbenzotiazolin-6-
sulfonato o Método ABTS

El método ABTS se basa en la inhibicién de la produccion del radical cation ABTS , el
cual posee un espectro de absorcion caracteristico que muestra un maximo principal a
414 nm y maximos secundarios en longitudes de onda de 645, 734 y 815 nm (Antolovich
et al, 2002).

El ensayo ABTS original (Miller et al, 1993) se fundamenta en la activacion de
metmioglobina, que actia como peroxidasa, con peroxido de hidrégeno via la formacién
del radical ferrilmioglobina, el cual, reacciona (a una alta velocidad de reaccion) con ABTS
para producir el radical cation ABTS . La acumulacion de ABTS™ puede ser inhibida por
la presencia de antioxidantes en el medio de reaccion; la magnitud y el lapso de inhibicion
dependen de la actividad del antioxidante.

La capacidad relativa de los antioxidantes para donar hidrégenos y secuestrar los ABTS™
generados en fase acuosa, puede ser medida espectrofotométricamente en la region
infrarroja cercana a 734 nm, lo cual minimiza interferencias debidas a otros compuestos

que pueden absorber a otras longitudes de onda y a la turbidez de la muestra.

Miller y Rice- Evans, (1997) encontraron que los resultados del ensayo metmioglobina-
ABTS vy los resultados por reducciéon directa del radical cation ABTS™ fueron muy
similares, estableciendo asi, que los antioxidantes estudiados actuaban via secuestro del
radical cation ABTS™ y no por inhibicion de su formacion a través de la reduccion de

ferriimioglobina ni por reaccidén con perdxido de hidrégeno.

Los resultados de este ensayo son expresados por comparacion con cantidades standard
del antioxidante sintético trolox, un analogo de la vitamina E soluble en agua, para dar
lugar al indice TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). El indice TEAC es igual a
la concentracion milimolar de una solucién de trolox que tiene capacidad antioxidante

equivalente a 1.0 mM de solucion de sustrato bajo condiciones de investigacion.
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TEAC refleja la habilidad relativa de antioxidantes dadores de electrones o de protones
para secuestrar el radical cation ABTS" comparado con trolox, tal como lo indican Rice-
Evans y Miller, (1994).

Una estrategia apropiada para ensayo ABTS es la técnica de decoloracion propuesta por
Re et al (1999), en la que el radical es generado directamente en una forma estable
previamente a la reaccion con el antioxidante potencial. Esta técnica mejorada para la
generaciéon del ABTS™, involucra la produccion directa del croméforo azul/verde del
ABTS" a través de una reaccion entre ABTS y persulfato potasico. La adicion de
antioxidantes al radical cation pre-formado reduce el ABTS, en magnitud y escala de
tiempo dependientes tanto de la concentracion y actividad del antioxidante como del
tiempo de duracién de la reaccion. Asi, el grado de la decoloracion y el porcentaje de la
inhibicion del radical catién ABTS™ es determinada como una funcién de la concentracion
y del tiempo y es calculada en valor relativo a la reactividad del trolox, como standard,
bajo las mismas condiciones de experimentacion. Esta modificacion del método ABTS es
aplicable al estudio de antioxidantes que sean solubles en agua o en lipidos y a

compuestos puros o a extractos derivados de vegetales.

Este método ha sido aplicado para investigar la actividad antioxidante de frutas y
vegetales (Garcia-Alonso et al, 2004; Thaipong et al, 2006; Tachakittirungrod et al, 2007,
Su et al, 2007), plantas medicinales (Surveswaran et al, 2007, Kawaree et al, 2008),
cereales (Hu et al, 2007; Abdel-Aal, et al, 2008), aceites esenciales (Zha et al, 2008),
vinos (Rivero-Perez et al, 2008), y residuos agroindustriales como orujo de uva (Alonso et
al, 2002; Gonzalez-Paramas et al, 2004), residuos de alcachofa, coliflor cebolla y
zanahoria (Larrrosa et al, 2002), descartes de alcachofa (Llorach et al, 2002), descartes
de coliflor (Llorach et al, 2003), descartes de lechuga y achicoria (Llorach et al, 2004),
pulpas y semillas de palta mango, guayaba, tamarindo y longano (Soong y Barlow, 2004),
pieles de mani (Yu et al, 2004), residuos de tamarindo (Shui y Leong, 2006).
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3.7.1.3 Actividad secuestradora del radical cation N,N-dimetil-p-fenilenediamina o
Método del DMPD

Este ensayo es similar a la modificacién del método ABTS propuesta por Re et al, (1999),
en el cual el radical cation ABTS™ es pre-generado quimicamente. La diferencia principal
es el uso del compuesto hidrofilico N,N-dimetil-p-fenilenediamina (DMPD). En presencia
de una solucion oxidante adecuada (cloruro férrico) y a un pH acido, el DMPD es
convertido a un radical cation estable y coloreado (DMPD™). El espectro de absorcion en
las regiones UV-visible de este compuesto muestra un maximo de absorbancia a 505 nm.
Los compuestos antioxidantes capaces de transferir un atomo de hidrégeno al DMPD”,
provocan decoloracion de la solucion de manera proporcional a su concentraciéon. Esta
reaccion es relativamente rapida (menos de 10 minutos) y el punto final, el cual es
estable, se toma como medida de la eficiencia del antioxidante. La capacidad de los
antioxidantes esta expresada como equivalentes de trolox usando una curva de

calibracion con diferentes cantidades de trolox (Sanchez-Moreno, 2002).

Este método es empleado para medir la actividad antioxidante de compuestos hidrofilicos.
Es importante hacer notar que los valores de absorbancia se estabilizan en el transcurso
del tiempo, por tanto, el tiempo fijado para la medicion deja de ser una variable
significativa, lo que permite una alta reproducibilidad inter-ensayos (Fogliano et al, 1999).
Este método se ha usado, en particular, para evaluar la capacidad antioxidante de vinos
(Fogliano et al, 1999) y de infusiones de te y jugo de granada (Gil et al/, 2000).

La principal desventaja del método DMPD es la drastica disminucion de su sensibilidad y
reproducibilidad cuando se evaluan antioxidantes hidrofébicos como «- tocoferol y BHT
(Fogliano et al, 1999). Ademas, la presencia de acidos organicos, especialmente acido
citrico, en algunos extractos puede interferir en el ensayo de DMPD (Gil et al, 2000).

3.7.1.4 Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
El método FRAP mide la capacidad de los antioxidantes para reducir el complejo férrico
de 2,4 6-tripiridil-1,3,5-triazina (Fe*® -TPTZ) al complejo ferroso de 2,4,6-tripiridil-1,3,5-

triazina (Fe"™-TPTZ) en un ambiente de pH &cido, tal reduccion se caracteriza por un
color azul medido espectrofotométricamente a 593 nm.
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La medicién de la absorbancia a esa longitud de onda esta linealmente relacionada a la
capacidad reductora total de los antioxidantes dadores de electrones. Los autores del
método FRAP (Benzie y Strain, 1996) destacan que el método es simple, rapido y
economico, con alta reproducibilidad de los resultados y que ademas, permite tanto
procedimientos manuales como automatizados. La principal desventaja de este
procedimeinto es que la medicién de la capacidad reductora no siempre refleja la
actividad antioxidante. Dado que el método no incluye un sustrato oxidable, no se puede
obtener informacion de las propiedades protectoras de antioxidantes (Frankel y Meyer,
2000).

El ensayo del FRAP ha sido utilizado para determinar capacidad antioxidante de frutas y
verduras (Slimestad et al, 2005; Abeysinghe et al, 2007; Allaith, 2008; Koca et al, 2008),
cereales (Venneria et al, 2008), legumbres (Jonfia-Essien et al, 2008), plantas medicinales
(Katalinic et al, 2006), aceites esenciales (Chizzola, et al, 2008) vy residuos
agroindustriales como descartes de coliflor (Llorach et al, 2003), descartes de lechuga y
achicoria (Llorach et al, 2004), pulpas y semillas de palta mango, guayaba, tamarindo y
longano (Soong y Barlow, 2004), cascaras de citricos (Li et al, 2008a; Li et al, 2006b),
residuos de tamarindo (Shui y Leong, 2006).

3.7.1.5 Método TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter)

El método TRAP (Wayner et al, 1985) fue desarrollado originalmente para la
determinacion del estado antioxidante del plasma. Este ensayo usa radicales peroxilos
generados a una velocidad controlada por la descomposicion térmica del 2,2'azobis-2-
amidinopropano o ABAP, un iniciador-azo soluble en agua. Luego de la adicion de ABAP
al plasma, la oxidacion de sustratos oxidables es monitoreada por lamedicion del
consumo de oxigeno durante la reaccion. El lapso de induccion, en el cual la oxidacion
es inhibida por los antioxidantes del plasma, es comparado con el del trolox, empleado
como referencia de antioxidante soluble en agua y luego es relacionado
cuantitativamente con la capacidad antioxidante del plasma.El método de Wayner et al,
(1985) fue modificado posteriormente por la adicion de acido linoléico como sustrato
oxidable antes de la oxidacién de ABAP.
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La descomposicién de ABAP mostrd, en orden decreciente, el siguiente consumo de
antioxidantes plasmaticos: ascorbato > tioles > bilirrubina > urato > vitamina E, pero el
uso de ABAP no proporciona una estimacion certera de las importantes actividades
protectivas del urato como quelante de metales ni tampoco de las actividades protectivas
de antioxidantes lipofilicos como la vitamina E (Wayner et al, 1987).

El método del TRAP puede ser aplicado in vitro para la evaluacién de la actividad
antioxidante de bebidas y alimentos. Por ejemplo, en estudios de té verde y vino rojo,
donde los resultados son expresados como equivalentes trolox (Serafini et al, 1996;
Serafini et al, 1997; Ghiselli et al, 1998; Pietta et al, 1998).

3.7.1.6 Método ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity) o capacidad para
absorber radicales de oxigeno

En el método ORAC, la capacidad para absorber radicales de oxigeno se cuantifica
calculando la proteccion neta durante cierto tiempo de una grafica de la degradacion de
la fluorescencia de B-ficoeritrina en presencia de antioxidante. Se emplea AAPH como
generador de radicales peroxilos (ORAC roo' ), Cu®*-H,0, como principal generador de
radicales hidroxilos (ORAC o) 0 Cu** como metal de transicion oxidante (ORACc,). En
el método ORAC se combina tanto el tiempo de inhibicion como el porcentaje de
inhibicion de la accién de radicales libres por los antioxidantes usando “area bajo la
curva’ para la cuantificacién. Este ensayo expresa los resultados de medicion como
unidades de equivalentes trolox (Cao et al, 1993; Cao et al, 1995). En el caso de que
Cu*" sea usado como oxidante en el ensayo, trolox no puede ser empleado como un
antioxidante estandar debido a que él puede actuar como un pro-oxidante en presencia
de Cu*. Por tanto, en ese caso la accion antioxidante es expresada en unidades
antioxidantes (una unidad es igual a la actividad antioxidante que incrementa el area

bajo la curva de decaimiento de B-ficoeritrina en un 100 %).

En muestras ricas en proteinas, puede ocurrir interferencia en la captura de radicales
peroxilos por grupos tioles de las proteinas (Ghiselli et al, 1995). Por ello, Prior y Cao,
(1999) introdujeron una modificacién al ensayo ORAC para eliminar el contenido de

proteinas con &cido tricloro acético.
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Otra mejora en el método ORAC ha sido desarrollada por Ou et al, (2001), quienes
utilizan fluoresceina como prueba de fluorescencia. Esta modificacion otorga una
medicion directa de la capacidad de antioxidantes hidrofilicos primarios (que rompen la
reaccion en cadena) contra radicales peroxilos. Sin embargo, usualmente no es posible
determinar directamente la contribucién de fitonutrientes especificos a un valor total de
ORAC.

El método ORAC se ha empleado, en particular, para evaluar la capacidad antioxidante
de compuestos puros como antocianidinas (Wang et al, 1997), flavonoides (Cao et al,
1997), frutas (Wang et al, 1996; Kalt et al, 1999; Ehlenfeldt y Prior, 2001; Wu et al, 2004,
Atala et al, 2009), pieles y semillas de uvas (Yimaz y Toledo, 2004), datiles y sus
subproductos (Al-Farsi et al, 2007). La principal desventaja del metodo ORAC es asumir
que el deterioro oxidativo, el mecanismo antioxidativo y la protecciéon de la proteina
fluorescente B-ficoeritrina pueden imitar lo que sucede con sustratos biolégicos (Frankel
y Meyer, 2000).

3.7.2 Métodos para evaluar la oxidacion lipidica

Los métodos para la determinacion de la oxidacion lipidica se suelen agrupar segun los
productos formados en las diferentes fases del proceso oxidativo de la siguiente forma:
métodos que determinan la oxidacion lipidica en la etapa de iniciacion (medicion del
consumo de oxigeno), métodos que determinan la oxidacién lipidica en la etapa de
propagacion (medicion de los dienos conjugados y medicion de peréxidos) y metodos que
determinan la oxidacion lipidica en la etapa de terminacién (medicién de los productos de
descomposicion de peroxidos lipidicos). Actualmente, el método de dienos conjugados y
el método de las especies reactivas del acido tiobarbiturico son los mas empleados, a
pesar de sus interferencias (Sanchez-Moreno y Larrauri, 1998).
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3.7.2.1 Determinacién de la oxidacion lipidica en la etapa de iniciacion
- Medicion del consumo de oxigeno

La peroxidaciéon se acompafa de la captacién de oxigeno en la formacion de radicales
peroxilos durante la descomposicion de peroxidos. Por tanto, el consumo de oxigeno
disuelto es un indice que proporciona una idea del proceso de oxidaciéon (Halliwell y
Gutterdge, 1989). En general, los métodos que miden el consumo o captacion de oxigeno
tienen una sensibilidad limitada porque requieren altos niveles de oxidacion para obtener
resultados fiables (Frankel, 1993).

3.7.2.2 Determinacion de la oxidacion lipidica en la etapa de propagacion

- Métodos de los dienos conjugados

Debido a que la oxidacion de los lipidos estd acompafiada de la formacién de dienos
conjugados que absorben radiacion electromagnética en el rango UV, a longitudes de
onda entre 230 y 235 nm, la cantidad de dienos conjugados formados es un indicador de
las etapas tempranas del proceso de oxidacion de cualquier sustancia que contenga
acidos grasos insaturados. Por ello, el método de los dienos conjugados es uno de los
mas ampliamente utilizados para monitorear la oxidacion lipidica. Este método es rapido y
puede ser desarrollado faciimente. Sin embargo, su principal desventaja es que no se
puede determinar la presencia de dienos conjugados directamente en tejidos ni en fluidos
corporales ya que sustancias como proteinas, clorofilas, purinas y pirimidinas absorben en

la misma zona del espectro (Jialal y Devaraj, 1997).

- Determinacién del valor de peroxidos por liberaciéon de yodo

El valor de peroxidos evalla el contenido total de oxigeno (peroxido e hidroperdxido) de
lipidos o de materiales que contengan lipidos, mediante una titulacién yodomeétrica con
una solucion de tiosulfato utilizando almidén como indicador de punto final de la reaccion.
El valor de perdxidos se calcula a partir del yodo liberado del yoduro de potasio, puesto
que se considera que las sustancias que oxidan el yoduro de potasio son peréxidos u
otros productos similares de la oxidacién de los lipidos; entonces, el valor de peroxidos
puede tomarse como una expresion cuantitativa de los peroxidos en los lipidos
(Antolovich et al, 2002).
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- Método del tiocianato férrico

Otra forma de determinar la oxidacion lipidica en la etapa de propagacién de la oxidacién
es el método del tiocianato férrico, el cual se basa en la incubaciéon de una mezcla de
extracto etandlico, tampdn fosfato, agua destilada y acido linoléico, a 40°C y en oscuridad.
El valor de peroxido se determina por lectura de absorbancia a 500 nm a diferentes
intervalos de tiempo durante la incubacion (Sanchez-Moreno et al, 1999).

Este ensayo ha sido empleado para evaluar antioxidantes desde cascaras de mani (Duh y
Yen, 1995), cascaras de naranja y lima (Larraurri et al, 1996), orujo de uva (Larrauri et al,
1997) También ha sido utilizado en combinacién con otros métodos, tales como método
del tiocianato férrico para semillas de uva (Jayasprakasha et al, 2001), método del DPPH
para té (Anesini et al, 2008), con DPPH y ABTS para residuos de alcachofa, coliflor,
cebolla, zanahoria y apio (Larrosa et al, 2002), para descartes de alcachofa (Llorach et al,
2002), para aceites esenciales (Erkan et al, 2008) y con DPPH, ABTS y FRAP para
descartes de coliflor (Llorach et al, 2003).

3.7.2.3 Determinacion de la oxidacion lipidica en la etapa de terminacién

- Méetodo Rancimat

En el método Rancimat, el aceite se calienta en presencia de la sustancia a examinar (en
el rango de 90 a 120 °C) y se insufla aire (caudales en el rango de 5 a 25 I/h) produciendo
sustancias volatiles. Estas sustancias volatiles, que contienen acidos acidos organicos,
son absorbidas en agua bidestilada y se monitorea la conductividad eléctrica (de 0 a 500
uS/cm) en funcion del tiempo. Como control, ese procedimiento se realiza sélo con aceite.
Al comparar los ensayos con y sin la sustancia en estudio, si el tiempo requerido para que
se registre un incremento significativo de la conductancia eléctrica (tiempo de induccion)
es menor con aditivo que sin él, entonces hay un efecto prooxidativo y si ese tiempo es

mayor, un efecto antioxidante esta presente (Antolovich et al, 2002).
Con el método Rancimat, se ha evaluado la actividad antioxidante de los fenoles

contenidos en extractos de pieles y semillas de uva (Bonilla et al, 1999) y de bagazo de
uva (Gamez-Meza et al, 1999).
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- Métodos de las sustancias reactivas del acido tiobarbitarico (TBARS)

Otro ensayo comunmente empleado para la determinacion de oxidacion lipidica es el
método TBARS, que determina la formacién de malondialdehido (MDA) por la ruptura de
acidos grasos resultante de la oxidacion de lipidos. Entre los sustratos empleados se
pueden citar las LDL y el acido linoléico y otros tipos de acidos grasos. Los sustratos se
oxidan por la adicion de un metal de transiciéon o por un iniciador azo, como AAPH. El
método TBARS se basa en la reaccion del malondialdehido con dos moléculas de acido
tiobarbitUrico para formar aductos cromoégenos de MDA-TBA, de color rosado y muy
estables, que se pueden cuantificar en el visible a 532 nm. Una de las desventajas de
este ensayo es su falta de especificidad ya que grupos amino libres presentes en el suero
compiten con el MDA por su capacidad de unirse al TBA; otra es que existen fuentes no
lipidicas en el suero, como carbohidratos y glicoproteinas, que producen aductos MDA-
TBA, ademas, el TBA reacciona con pirimidinas, hemoglobina y bilirrubina presentes en
la muestra (Estepa et al, 2001).

Este método se ha utilizado en la evaluacion de la actividad antioxidante de los
compuestos fendlicos de frutas (Garcia-Alonso et al, 2004), cascaras de arroz (Lee et al,
2003), orujo de uva (Murthy et al, 2002a; Génzalez-Paramas et al, 2004) cascaras de
granada (Murthy et al, 2002b; Singh et al, 2002) y salvia (Kosar et al, 2008).

- Métodos de determinacion de aldehidos citotéxicos

La descomposicion de hidroperoxidos lipidicos esta asociada a la formacion de una gran
cantidad de aldehidos. Los aldehidos de cadena corta y media son los responsables del
desagradable sabor rancio producido durante la oxidacion. Los aldehidos mas
abundantes (4-hidroxinonenal, hexanal, pentanal, propanal y malondialdehido) son los
productos finales mas reactivos y toxicos formados durante la oxidacion lipidica; para su
determinacién se han descrito varios método, los cuales se describen en la revision de
Sanchez-Moreno y Larraurri, (1998).
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3.7.2.4 Otros métodos

Para evaluar la susceptibilidad a la oxidacion, existen otros métodos dificiles de enmarcar
dentro de la clasificacion anterior pues se basan en principios diferentes; sus usos mas
importantes han sido para la evaluacion de antioxidantes y para la prediccion de la
durabilidad de los alimentos. Entre ellos, se menciona el método del metil-linoleato y el

meétodo del blanqueamiento del B-caroteno.

- Método del metil-linoleato

El método del metil-linoleato se basa en la autooxidacion acelerada de metil-linoleato en
dodecano anhidroso, bajo fuertes condiciones de oxidacion (110 °C y oxigenacion
intensa) durante varias horas. La cromatografia de gases se usa para determinar la
desaparicion del metil-linoleato. EI método consiste en mezclar una disolucion de
dodecano anhidroso con eicosano como estandar interno y una cantidad de antioxidante
en una celda de oxidacion, a 110°C y con burbujeo de oxigeno en el medio de reaccién.
La actividad antioxidante de la muestra se determina de forma relativa mediante el
incremento en el tiempo de vida media respecto a la del control sin ningun antioxidante
adicionado (Sanchez-Moreno y Larraurri, 1998).

- Método del blanqueamiento del B-caroteno

El método original de Marco, (1968) utiliza la medicicon espectrofotométrica de Ia
decoloracién del [-caroteno para calificar la actividad antioxidante de diversos
compuestos en un sistema de emulsién acuosa de (3-caroteno/acido linoléico. La reaccion
usualmente es iniciada por temperatura (50 °C). Aunque es un método simple y sensible,
fue criticado por Frankel, (1993) debido a su falta de especificidad, ya que pueden
presentarse interferencias por agentes oxidantes y reductores en extractos (Fukomoto y
Mazza, 2000).
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El método del blanqueameinto del B-caroteno ha sido utilizado para evaluar la actividad
antioxidante de 42 flavonoides (Burda y Oleszek, 2001). También ha sido utilizado en
combinacidn con otros métodos, tales como método del tiocianato férrico para semillas
de uva (Jayasprakasha et al, 2001), método del DPPH para distintos polifenoles (Chaillou
y Nazareno, 2006), para cascaras de canola (Amarowicz et al, 2000), cascaras de
avellana (Moure et al, 2000), orujo de manzana (Lu y Foo, 2000) ademas de cascaras y
pulpas de manzanas y peras (Leontowicz et al, 2003).

Actualmente, uno de los tépicos mas relevantes en el area de los alimentos y la
agricultura es el estudio de los antioxidantes naturales. Consiguientemente, se han
desarrollado una gran diversidad de métodos para investigar la actividad antioxidante de
vegetales y sus componentes, la mayoria de los trabajos emplean ensayos
espectofotométicos como DPPH, ABTS, FRAP, método del tiocianato férrico, de las
sustancias reactivas del acido tiobarbiturico, de los dienos conjugados o blanqueamiento
del B-caroteno. Los estudios mas recientes generalmete aplican dos o mas diferentes
métodos de captura de radicals libres como DPPH, ABTS o FRAP o bien combinan
ensayos para evaluar la capacidad secuestradora de radicsles libres con analisis de
peroxidacion de lipidos (Moon y Shibamoto, 2009).
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CAPITULO 4
METODOLOGIA

A continuacion se presentan los principales materiales y la metodologia analitica y

experimental, utilizada durante el desarrollo de este trabajo.

4.1 Materiales y equipos

4.1.1 Materias primas

Los residuos de arandano azul, arandano rojo y frambuesa fueron provistos por BAYAS

DEL SUR S.A, los descartes de pera y durazno por ACONCAGUA FOOD S.A. y los
desechos de pimentén por SURFRUT S.A.

En la Tabla 4.1 se presentan los residuos agroindustriales en estudio y su composicién

Tabla 4.1: Residuos agroindustriales sélidos en estudio

[ Residuo agroindustrial

Origen

4% Composicién

Humedad Inicial
(%)

Humedad Final
(%)

Arandano azul

Capsicum annuum

Romeral-Chile

placenta

Bayas del sur S.A. Pieles y semillas 65.56 4.99
Vaccinium corymbosum Purranque-Chile
Arandano rojo Bayas del sur S.A Pieles y semillas 67.23 3.92
Vaccinium macrocarpon Purranque-Chile
Durazno Aconcagua food S.A Cascaras restos de 83.96 5.62
Prunus persica Buin-Chile pulpa y de carozo
Frambuesa Bayas del sur S.A Pieles y semillas 61.69 4.52
Rubus idaeus Purranque-Chile
Pera* Aconcagua food S.A Cascaras 82.50 6.53
Pyrus communis Buin-Chile
Pera Tamizada * Aconcagua food S.A | Cascaras y restos de 68.81 6.02
Pyrus communis Buin-Chile pulpa
Pera Desplumada* Aconcagua food S.A Céscaras, restos de 64.70 6.22
Pyrus communis Buin-Chile pulpa y semillas
Pimentén Surfrut Ldta. Pedunculos y 90.21 8.66

*Se hace notar que los residuos de pera, pera tamizada y pera desplumada corresponden a

descartes de la misma fruta, pero provenientes de distintas lineas de

y jugos, respectivamente.

produccion: conservas, pulpa
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Todos los residuos analizados presentaban una elevada humedad inicial, sobre 60%, por
lo cual debebieron ser sometidos a secado con el fin de remover el agua para
conservacion de los descartes. Debido a que la deshidratacién puede originar importantes
modificaciones tanto en el ordenamiento estructural de los polisacaridos de la pared
celular vegetal como en la actividad antioxidante de los desechos provenientes del
procesamiento de frutas y hortalizas; dichas modificaciones se incrementan al utilizar
largos tiempos de secado a bajas temperaturas o elevadas temperaturas de secado. Por
tanto, el proceso de secado se realizé en un secador de bandejas con aire caliente a una
temperatura inferior a 60°C, la cual promueve una menor desestabilizacién de los
envoltorios celulares vegetales y previene la pérdida de compuestos bioactivos por
oxidacion térmica, de acuerdo a lo reportado por Larrauri et al, (1997) y Garau et al,
(2007). Posteriormente, los residuos fueron triturados finamente, desgrasados con éter de
petréleo, dispuestos en bolsas plasticas cerradas herméticamente y almacenados a

temperatura ambiente en oscuridad hasta su empleo para los analisis.
4.1.2 Preparados enzimaticos
Se emplean diversos biocatalizadores, con caracter celulolitico, hemicelulolitico y

pectinolitico. Sus caracteristicas principales se muestran en la Tabla 4.2

Tabla 4.2: Preparados Enziméticos comerciales utilizados en este trabajo

Nombre comercial Estado Actividad principal Proveedor
Cellubrix Liquido Celulasa Novozymes
Bagsveerd-Dinamarca
Granozyme PE Sdlido Hemicelulasa Granotec
Santiago-Chile
Grindamyl CA 150 Liquido Pectinasa Danisco
Grindsted- Dinamarca
Maxoliva Liquido pectinasa+hemicelulasa DSM
Delft-Holanda
Olivex Liquido Pectinasa Novozymes
Bagsveerd-Dinamarca
Pectinex Ultra SPL Liquido Pectinasa Novozymes
Bagsveerd-Dinamarca
Rohapect 10L Liquido Pectinasa AB enzymes
Darmstadt—Alemania
Rohapect DABL Liquido pectinasa+arabanasa AB enzymes
Darmstadt- Alemania
Rohavin Liquido pectinasa+celulasa AB enzymes
Darmstadt- Alemania
Ultrazym 100G Sélido Pectinasa Novozymes _
Bagsveerd-Dinamarca
Viscozym Liquido celulasa+hemicelulasa Novozymes .
Bagsveerd-Dinamarca
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4.1.3 Reactivos

En la Tabla 4.3 se presenta la lista de los principales reactivos utilizados durante el

transcurso de esta investigacion.

Tabla N°4.3: Lista de los principales reactivos

Nombre reactivo Férmula quimica Utilizacién

hidroxido de sodio NaOH determinacién de proteinas método Kjeldahl
tiosulfato de sSeodio Naz5203*5 H.0 determinacion de proteinas método Kjeldahl
pentahidratado

acido barico H3zBO3 determinacion de proteinas método Kjeldahl
azul de metileno Indicador determinacion de proteinas método Kjeldahl
rojo de metilo indicador determinacién de proteinas método Kjeldahl
sulfato de potasio K2S04 determinacion de proteinas método Kjeldahl
acido sulfdrico H>S04 determinacion de proteinas método Kjeldahl
oxido de mercurio HgO determinacion de proteinas método Kjeldahl
acido clorhidrico HCI determinacion de proteinas método Kjeldahl
acido sulftrico H2S04 determinacion de fibra cruda

hidréxido de sodio NaOH determinacion de fibra cruda

acidoetilendiaminotetraacético

C10H16N20g/((HOOCCH,)2NCH,);

determinacion de FND

EDTA)
Borax NazBs07*10 H.0 determinacion de FND
lauril sulfato sodico C12H25Na04S determinacion de FND

2-etoxietanol
eter monoetilico de etilenglicol

C4H100, /ICH3CH2OCH2CH ,0H

determinacion de FND

fosfato acido de sodio

Na-HPO,

determinacion de FND

acido fosférico HsPO4 determinacion de FND
Decahidronaftaleno C10H18 determinacion de FND

sulfito sddico Na>SO3 determinacion de FND

bromuro de cetrilamonio determinacion de FAD

acido sulfurico H.S04 determinacion de FAD
Decahidronaftaleno C10H18 determinacion de FAD

Acetona CH3COCH3 determinacion de FAD

acido sulfarico H2S04 determinacion de lignina

Etanol CH3CH20H determinacion de pectina

Benceno CEH6 determinacion de pectina

oxalato de amonio (NH4)2C204 determinacion de pectina

reactivo folin-Ciocalteau determinacion fenoles totales extraibles
Metanol CH30H determinacion fenoles totales extraibles
carbonato de sodio Na>CO; determinacion fenoles totales extraibles
acido galico CsH2(OH);COOH determinacién fenoles totales extraibles
2,2-difenil - 1 - picri hidracilo C1sH12Ns0s determinacion AO método DPPH

DPPH

Metanol CH30H determinacion AO método DPPH

2,2'azinobis(3etilbenzotiazolin 6-
acido sulfénico )

C18M16N406S4— (NH4)2

determinacion AO método ABTS

ABTS

ersurfato de potasio K28206 determinacion AQ método ABTS
Etanol CH3CH20H determinacion AO método ABTS
acetato de sodio trihidrato determinacion AO método FRAP
acido acético CH 3;COOH determinacion AO método FRAP
2,4 6-tripiridil-s-triazina TPTZ C18H12N6 determinacion AO método FRAP
Acido clorhidrico HCI determinacién AO método FRAP
Cloruro férrico hexahidrato FeCls*6 H.0 determinacion AO método FRAP
cloroformo CHCl; determinacion del VP
acido acético CH3;COOH determinacion del VP

oduro de potasio Kl determinacion del VP
tiosulfato sddico NazS;03 determinacion del VP
Almidon indicador determinacion del VP
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4.1.4 Equipos

Agitador de tubos Vortex Mixer VM-300.
Balanza analitica Chyo JS-100

Balanza digital Denver Instrument Co. Model 300
Bario termostatico Selecta Tectron BIO
Equipo Kjeldahl

Equipo Soxhlet

Espectrofotémetro Jenway ,6505 UV/VIS
Estufa Memmert

Estufa a vacio Jeio Tech VO-20X

Mufla Naber D-2804 Model N3 R

Placa Magnética Thermoline nuova
Placa agitadora IKA RO 15

pHmetro Hanna Instrumed HI 8520

4.2 Metodologia analitica.

La metodologia analitica utilizada en el proyecto, considera la caracterizacién de los
residuos agroindustriales, la determinacion de compuestos fendlicos totales extraibles en
los extractos crudos y la evaluacién de la actividad antioxidante de los mismos por tres
diferentes métodos. Adicionalmente, se realizan experiencias para monitorear la
estabilidad oxidativa de aceites crudos.

4.2.1 Caracterizacién de los residuos agroindustriales

Se realiza la caracterizacion proximal de los materiales residuales seleccionados
(desechos de aréandano azul, arandano rojo, durazno, frambuesa, pera, pera desplumada,
pera tamizada y pimentén), evaluando su contenido de proteinas, cenizas, extracto
etéreo, fibra cruda y extracto libre de nitrégeno (por diferencia). Asimismo, para cada uno
de ellos, se determina el contenido en fibra neutro detergente, fibra acido detergente, fibra
acido de lignina y pectinas con el propésito de analizar, posteriormente, tanto el efecto del
proceso de extraccion como el efecto del tratamiento enzimatico sobre el contenido total

de compuestos fendlicos extraibles y capacidad antioxidante de los diferentes extractos
obtenidos.
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4.2.1.1 Proteinas

El método de Kjeldahl es la técnica méas usada para determinar el contenido de proteinas
en alimentos, se basa en la medicién del nitrégeno organico total. La técnica consiste en
digerir la muestra con acido sulfurico en presencia de un catalizador, que puede ser
sulfato de cobre; durante la digestion el nitrégeno organico presente se transforma en
sulfato de amonio, el cual es destilado en ambiente basico, liberandose el amonio que se

recibe en una solucién acida. El amonio se determina por titulacion (Treibol y Aurand,
1963).

La determinacion de proteinas por esta técnica asume que todo el nitrgeno organico
proviene del material proteico; esta suposiciéon puede acercarse a la realidad en el caso de
semillas con alto contenido proteico, que presentan mayor proporcion de nitrégeno
proteico en comparacién con otras fuentes de nitrégeno organico como los &cidos
nucléicos. Para convertir la cantidad de nitrégeno, N, en cantidad de proteinas se requiere
conocer el contenido de este elemento en la proteina; generalmente, se asume que la

proteina contiene un 16% de nitrégeno, por lo que se multiplica el valor obtenido de N por
un factor de 6.25.

El protocolo para la determinacién de proteinas se basa en el procedimiento 960.52
descrito por AOAC (AOAC, 1990a).

Para seguir el protocolo de analisis se necesita preparar las soluciones que se detallan en
la Tabla 4.4.

Tabla 4.4: Preparacioén de las soluciones para la determinacién de proteinas por el método

Kjeldahl
Solucién Disolver bien
Solucion NaOH-Na,S,04 60 g NaOH + 5 g Na,S,05*5 H,0 y aforar a 100
mL
Solucién saturada de acido bérico 7.5gen 100 mL
Solucién indicadora 1 mL de azul de metileno en alcoholal 0.2 %
+2 mL de rojo de metilo al 0.2%
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Digestion: En un matraz Kjeldahl se digieren 0. 5 g de muestra la a analizar en presencia

de 2 g de K,SOy4, de 5 mL de acido sulfarico y de 50 mg de HgO. La muestra se digiere a

hasta que la solucién se pone de color verde cristalino. Luego de enfriar, se agrega un
volumen minimo de agua para disolver los sélidos y se agrega vaselina al cuello del

frasco.

N (de materia organica) + H,SO, — NH,SO, + otros

Destilacién: La muestra digerida se transfiere al equipo de destilacién Kjeldahl, lavando

previamente el matraz unas 5 veces con 2 mL de agua. En el extremo del condensador se

pone un erlenmeyer con la solucion saturada de acido bérico y 2-4 gotas de indicador. A

la muestra se agregan 10 mL de la solucion NaOH -Na,S,;0;, se recolectan 15 mL de

destilado y se diluyen hasta un volumen de 50 mL.

NHHSO, — NH," + HSO4-

NH4+ + NaOH — NHgt + H,O

Titulacion: Se titula con HCI 0.01 N.

NH; + HBO, — NH,BO,

BO, + HCl — HBO, + CI~

Se hace un blanco y se calcula el porcentaje de N segun:

%N =

mg de muestra
Donde:

B =mL de HCI1 0.01 N en el blanco.
M = mL de HCI 0.01 N en la muestra.

N = Normalidad del HCI.

Entonces, % Proteinas =6.25* % N

[(M—B)*N*m.om]*mo
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4.2.1.2 Cenizas

El contenido de cenizas de una muestra se determina por incineracién segun el método
923.03 (AOAC, 1990b). En una capsula de porcelana (previamente pesada) se coloca una
cantidad muestra molida de peso conocido (entre 4 y 6 g), se calcina en horno a 550°C
hasta alcanzar peso constante. Se calcula el contenido en cenizas como el peso del

residuo calcinado (peso final) respecto al peso de muestra inicial, en porcentaje:

peso final

% Cenizas = *100

peso inicial

4.2.1.3 Humedad

El contenido de humedad de una muestra se mide por el secado de la muestra hasta que
se alcance peso constante. Dado que se ha determinado que diferentes muestras molidas
de entre 3 y 5 g alcanzan peso constante con tiempos de secados variables desde 4
horas hasta 5 dias, se requiere estandarizar el tiempo de secado, este se elegira entre 12
y 24 horas. Debido a la hidroscopicidad de las muestras secas, éstas se dejan enfriar en
desecadora por 3 min. Se considera como peso seco al promedio de 3 pesadas
realizadas entre 3 y 10 minutos desde que son retiradas de la estufa. Este procedimiento
ha sido validado midiendo la humedad a muestras control por la técnica de Karl Fisher,
método 934.20 (AOAC, 1990c).

El contenido de humedad se expresa en términos de porcentaje:

peso inicial — peso final

% Humedad = *100

peso inicial

Entonces, % Peso seco =100 — % Humedad
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4.2.1.4 Aceite total

El contenido de aceite de los residuos agroindustriales, denominado extracto etéreo, se
determina por extraccion con éter de petréleo en contracorriente en un equipo soxlhlet. El
procedimiento usado es el recomendado por la norma chilena Nch 485

Procedimiento:

1. Se cortan dos circunferencias de papel filtro Whatman N°2 de alrededor de 15 cm de
diametro y se ponen a secar junto con un capacho de celulosa, en estufa a 105°C por 2
horas.

2. Se pesan aproximadamente 8g de residuo molido (con un contenido de humedad (H)
inferior al 9%) y se registra ese valor como M;

3. Se pesa una circunferencia de papel filtro Whatman N°2 seco y frio y se envuelve en él
la muestra. Este paquete se cubre con la otra circunferencia de papel en diferente sentido.
4. Se pesa el capacho de celulosa y se introduce la muestra en su interior.

5. Se pesa el balon del equipo Soxhlet previamente secado

6. Se instala el capacho de celulosa en el sifon del equipo Soxhlet. En el balén se
deposita el solvente (éter de petréleo en cantidad 1.5 veces el volumen del sifon)

7. Se somete a ebullicion moderada del solvente por un periodo de 6 horas y se deja
enfriar.

8. Se extrae el solvente en el mismo equipo de extraccion.

9. Se eliminan las Ultimas trazas de solvente calentando el balén en una estufa a 105°C
por un tiempo de al menos 30 minutos.

10. Se deja enfriar el balén en la desecadora a temperatura ambiente y se pesa .Se
calienta nuevamente el balén durante 10 minutos en las mismas condiciones, se deja
enfriar en la desacadora y se vuelve a pesar, hasta que la diferencia entre las dos
pesadas no exceda los 10 mg. Se registra la masa final del balén como M,

Entonces, se expresa el contenido de aceite de los residuos en base seca como

M2+100

% aceite = ———————
M1x(1—H)
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4.2.1.5 Fibra Cruda

La fraccion de fibra cruda de una muestra se determina segtn el procedimiento AOCS-
AOAC 962.09 (AOAC 1990 d), que consiste en la digestién secuencial de la muestra con
acido sulfurico y luego con alcali (NaOH) y finaimente un lavado con alcohol para remover
proteinas, azlcares y lipidos hasta quedar con un residuo que esta constituido por los
polisacaridos estructurales de la pared celular (celulosa, lignina, hemicelulosa, etc) y por
cenizas. La técnica utiliza un método gravimétrico, en que las cenizas por calcinacion se
restan al residuo fibroso.

Procedimiento:

1. Se pesan 2 g de muestra seca y desgrasada.

2. Se adicionan 200 mL de H,SO, al 1.25% plv.

3. Se hierve durante 30 min.

4. Se filtra a vacio en un embudo Buchner y se lava con agua hirviendo hasta que el
filtrado no tenga acido.

5. Se hierve el residuo durante 30 min con 200 mL de NaOH al 1.25% p/v, en un sistema
de condensacion con reflujo.

6. Se filtra el residuo y se lava con agua hirviendo hasta que el filtrado no tenga alcali.

7. Se calcina el residuo a 550 °C, hasta peso constante. Se registra el peso P, en gramos.

Entonces, se expresa el contenido de fibra cruda como:

% Fibra Cruda = B-5) 100
2 gramos

4.2.1.6 Fibra Insoluble en Detergentes

Algunos métodos para determinar el contenido de fibra en muestras de origen vegetal se
basan en la diferente solubilidad de los distintos componentes de la célula vegetal en
presencia de ciertos detergentes. Esa determinacion puede efectuarse siguiendo los
procedimientos desarrollados por Van Soest y Wine, (1968); Goering y Van Soest, (1970)
y Van Soest et al, (1991).
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Una de las grandes ventajas de estas técnicas basadas en la solubilidad selectiva por los
componentes de la célula vegetal en presencia de ciertos detergentes, es que por un
procedimiento relativamente simple y secuencial se pueden estimar las proporciones de
celulosa, hemicelulosa y lignina en una muestra dada. La fibra neutro detergente (FND)
corresponde a un primer residuo fibroso que contiene celulosa, lignina y hemicelulosa, la
fibra acido detergente (FAD) esta formada por el complejo ligno-celulésico y cuando este
residuo se digiere con acido sulfurico al 72%, se separa la celulosa quedando un
remanente que es fundamentalmente lignina y cenizas; el contenido de cenizas se valua
por calcinacion.

La diferencia entre los pesos del residuo final y las cenizas permite obtener el contenido
de lignina (FAL), entonces se pueden estimar estos tres componentes de acuerdo a:

Hemicelulosa = FND — FAD
Celulosa = FAD — FAL
Lignina = FAL

Este método es facil de realizar y presenta menos interferencias que otras técnicas. Se ha
encontrado que las interferencias dependen de la composicion de la muestra en estudio;
en la FND se presentan interferencias por el contenido de almidon y por proteinas que si
no se solubilizan totalmente, incrementan el valor de la FND. En la FAD, si parte de la
lignina es solubilizada por la digestion en detergente acido se producira una disminucion
en el contenido real de lignina; la mayor interferencia en el valor de FAD es provocada por
la presencia de pectinas, que se precipitan y que por tanto aumentan este valor,
reduciendo la estimacion de hemicelulosa. La determinacion del valor de FAL también
puede alterarse por presencia de cutina, que no es solubilizada por el acido sulfurico,
permaneciendo en el residuo fibroso de lignina, ello implicaria un incremento en el

contenido de lignina y una reduccion en el contenido de celulosa.
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4.2.1.6.1 Fibra Neutro Detergente

En presencia de lauril sulfato sédico a pH neutro se solubilizan, principalmente, el material
citoplasmatico (proteinas, gomas, mucilagos, lipidos, azucares, almidén, silica amorfa) y
las sustancias pécticas, quedando un residuo que contiene componentes de la pared
celular, mayoritariamente celulosa, hemicelulosa y lignina; este residuo corresponde a la

“fibra neutro detergente”.

Para seguir el protocolo de analisis se necesita preparar la soluciéon neutro detergente de
acuerdo a la Tabla 4.5.

Tabla 4.5: Preparacién de la solucion neutro detergente

Paso Disolver bien

1 1.86g EDTA + 0.68g Na,B40;*10 H,O = Solucion A

2 3g de lauril sulfato sédico + 1g de2-etoxietanol + 70 mL de H,O = Solucion B

3 Solucién A + Solucién B = Solucion C

4 0.456g Na,HPO,4 + 15 mL H,0 (caliente) = Solucién D

5 Solucion C + Solucion D, se ajusta pH a 6.9-7.0 con H3PO4

6 Se precipita y se calienta suavemente para redisolver

Procedimiento:
1. Se pesa 1 g de muestra en un erlenmeyer de 200 mL.

2. Se afladen 100 mL de la solucion neutro detergente, 2 mL de decahidronaftaleno y 0.5
mL de Nazso:g.

3. Se coloca en autoclave durante 15 min a 121°C.

4. Se filtrar en caliente a través de un crisol de vidrio poroso N° 2 (previamente lavado con

acido, secado y pesado).
5. Se lava bien el residuo con 500 mL de agua caliente y luego con agua destilada.
6. Se lava con acetona para eliminar los pigmentos y el agua.

7. Se seca a 105 °C durante 4 h, se deja enfriar y se pesa.
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Entonces, el contenido en fibra neutro detergente se calcula como porcentaje en base
seca de la muestra original.

(% -H)

% FND = *100

MS

Donde:
P; = peso del crisol de vidrio poroso N°2
P, = peso del crisol de vidrio poroso N°2 mas la muestra seca

Pus = peso de la muestra original en base seca.

4.2.1.6.2 Fibra Acido Detergente

La muestra en presencia de bromuro de cetilmetilamonio en médio acido solubiliza el
contenido hemicelulésico y parte de las proteinas de la pared, ademas del material

protoplasmatico, quedando un residuo insoluble que contiene principalmente celulosa y
lignina.

Para seguir el protocolo de analisis se necesita preparar la solucién &cido detergente de
acuerdo a la Tabla 4.6.

Tabla 4.6: Preparacion de la solucién &cido detergente
Paso Disolver bien

1 2 g Bromuro de cetrilamonio + 100 mL H,SO,4 1N

Procedimiento:

1. Se pesa 1 g de muestra en un matraz y se afiaden 100 mL de la solucién acido
detergente y 2 mL de decahidronaftaleno

2. Se coloca en autoclave durante 15 min a 121°C.

3. Se filtra en caliente a través de un crisol de vidrio poroso N° 2 (previamente lavado,
secado y pesado).

4. Se lavar muy bien el residuo con 500 mL de agua caliente y finalmente con agua
destilada.

5. Se lava con acetona para eliminar los pigmentos y el agua.

6. Se seca a 105 °C durante 4 h, se deja enfriar y se pesa.
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Entonces, el contenido en fibra acido detergente se calcula como porcentaje en base seca
de la muestra original.

v%rap =L "F) w109
Pis
Donde:
P, = peso del crisol de vidrio poroso N°2
P, = peso del crisol de vidrio poroso N°2 mas la muestra seca

Pus= peso de la muestra original en base seca
Con lo cual, el contenido de hemicelulosa se expresa como:
hemicelulosa = FND — FAD

4.2.1.6.3 Lignina

El residuo lignocelulésico del FAD, se trata con &cido sulfurico al 72 % para disolver el

material celul6sico, quedando un residuo solido que es principalmente lignina y cenizas

Procedimiento:

1. Se obtiene el residuo en el crisol de vidrio poroso por el procedimiento para
determinar FAD.

2. Se lava con H,SO; al 72% hasta cubrir el material y se remueve la mezcla cada cierto
tiempo.

3. Se repite cada hora el lavado anterior, por 3 veces.

4. Se filtra con agua caliente y luego con agua destilada.

5. Se seca a 105°C, hasta peso constante. Se registra su peso como P

6. Se calcina la muestra por 3 h a 550°C. Se registra su como P,.

Entonces, se calcula el contenido de lignina como P;— P,

El contenido de lignina se expresa como porcentaje en base seca de la muestra original.
Se estima el contenido de celulosa, expresandolo como:

celulosa = FAD - lignina.
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4.2.1.7 Pectinas

Se han propuesto distintos métodos para la determinacion de pectinas que, por lo
general, requieren de una extraccion previa. Entre ellos se encuentran métodos
gravimeétricos, volumeétricos, colorimétricos, cromatograficos y electroforéticos. Sin duda
los métodos colorimétricos son los mas recomendados por su selectividad y sencillez;
éstos se basan en hacer reaccionar los acido urénicos con el acido sulfurico caliente
formando el acido 5- formil —2-furanocarboxilico, el cual se hace reaccionar
selectivamente con algunos reactivos cromogénicos para formar un compuesto
coloreado (Carbonell et al, 1990).

Procedimiento:

1. .Se pesan 2 g de muestra seca y se diluyen con 300 mL de agua destilada.

2. Se incuba con agitacion por 3 h a 40°C, el residuo se seca (a 80 -100°C) hasta peso
constante.

3. El residuo seco se somete a extraccion en soxlet con una solucién de alcohol/benceno
(1:2) durante 6 h, y con al menos 5 lavados por hora; los sélidos sin extraer se secan
nuevamente hasta peso constante, para someterlo a extraccion con oxalato de amonio.
4. El sélido remanente (de peso S; en gramos) se mezcla con 200 mL de una solucién de
oxalato de amonio 0.5 % pl/v.

5. Se incuba a 50°C por 1h.

6. Se filtra sobre papel filtro y se lava con agua destilada caliente.

7. El nuevo residuo sélido se seca hasta peso constante (de peso S, en gramos).

El contenido de pectinas corresponde a la fraccion solubilizada con oxalato de amonio,
calculandose de acuerdo a:

% Pectinas = (ig_S_g) *100
2 gramos
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4.2.2 Determinacion del contenido de fenoles totales extraibles

Los métodos tradicionales para la determinacion del contenido total de fenoles se basan
en la medicion directa de la absorcion de radiacion electromagnética ya sea en la region
ultravioleta o en la region visible-infraroja cercana. Entre estos ultimos, el mas
comUnmente empleado es el ensayo colorimétrico que utiliza el reactivo Folin-Ciocalteu
(Singleton y Rossi, 1965).

Los compuestos fendlicos se oxidan por el reactivo Folin- Ciocalteau, el cual esta formado
por la mezcla de &cido fosfotisgico (H;PW;2040) y acido fosfomolibdco (H3PM0+1204):

3 H,0 -P,05-13Wo03;-5M0QO3-10H,0

3 H,0 -P,05-14W03-4M0QO3-10H,0

Que se reduce, por accion de fenoles, en una mezcla de oxido azules de tungsteno
(WgQz3) y de molibdeno (MogO,s).

Se cree que es mas facil que sea reducido el complejo el molibdeno y la reaccion de
transferencia de electrones ocurre entre los agentes reductores (compuestos
antioxidantes) y el Mo (VI):

Mo(VI) amarillo + e — Mo(V) azul

La coloracién azul produce una absorbancia maxima de 765 nm. (neutralizacién con
Na,CO, hasta pH 6-6.5)

Los fenoles son enérgicamete oxidados en medio basico dando por resultado la formacion
de O, , que alternadamente reacciona con el molibdeno con la formacion del oxido de

molibdeno.

Para calcular el contenido total de fenoles, se usan curvas de calibracion obtenidas con la
eleccion de un determinado compuesto fendlico como estandar. Los resultados son
expresados en términos de equivalentes molares del compuesto fenélico que es el mas

abundante en la muestra de origen vegetal analizada (Antolovich et al, 2000).
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El acido galico o &cido 3,4,5-trihidroxibenzoéico (C;HsOs), ha sido extensamente usado
como estandar en la determinacion de compuestos fendlicos de diversas muestras de

origen vegetal.

Con el objeto de facilitar la comparacion del contenido de fenoles en distintas muestras de
residuos agroindustriales sélidos se emplea el &cido galico, como Unico estandar, por ser
éste un compuesto monomérico abundantemente distribuido en el reino el vegetal.
Ademas, esta eleccion se justifica por la elevada pureza, la satisfactoria solubilidad, la

adecuada estabilidad y el bajo precio del acido galico (Chun y Kim, 2004).

Procedimiento:

1. Se colocan 3.75 mL de agua destilada en un tubo de ensayo

2. Se adicionan 0.5 mL de la muestra que contiene el compuesto fendlico, previamente

diluido en metanol (o en solvente en que se encuentra la muestra).

3. Se agregan 0.25 mL de reactivo Folin-Ciocalteau diluido 2 veces con agua destilada

4. Se homogeniza y se adicionan 0.5 mL de una solucién de carbonato de sodio al 10%
p/v

5. Se espera 1 hora a temperatura ambiente

6. Se realiza un blanco mediante el mismo procedimiento, reemplazando la muestra por el

solvente

7. Se mide la absorbancia de las muestras a 765 nm.
Entonces, el contenido de fenoles totales en la muestra se determina interpolando el

resultado en la curva patrén de absorbancia en funcién de la concentracion de acido

galico.
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Figura 4.1: Curva de calibrado para la determinacién del contenido total de fenoles
extraibles en equivalentes de 4cido galico

4.2.3 Evaluacion de la actividad antioxidante

Dado que la actividad antioxidante depende de muiltiples factores, un protocolo confiable
para su determinacion, tanto en sistemas alimentarios como en sistemas biolégicos,
demanda la medicion de mas de una propiedad relevante, Por tanto, la actividad
antioxidante de los extractos obtenidos a partir de desechos agroindustriales se evaluara
por tres diferentes métodos complementarios; dos destinados a evaluar la capacidad
secuestradora de radicales libres (ABTS y DPPH y uno que analiza el poder antioxidante
o de reduccion del hierro (FRAP).

4.2.3.1 Método de captacion del radical DPPH
La actividad antioxidante se determina utilizando el método basado en la reduccion del

radical libre estable 2,2-difenilo - 1 - picriclo hidracilo.

El DPPH es un radical libre estable en solucion acuosa o alcohdlica y acepta un electron
o0 un radical de hidrégeno para convertirse en una molécula diamagnética estable.

Las sustancias antioxidantes reaccionan con el DPPH vy la reduccion del reactivo es

seguida midiendo la disminucion de la absorbancia a 515 nm (decoloracion del reaccivo).
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Segun el protocolo de andlisis propuesto por von Gadow et al, 1997.

Procedimiento:

1. Se prepara una disolucién del radical DPPH a concentracién 3,6:10° M en metanol.

2. Se mide su absorbancia a 515 nm (A =)

3. Se coloca en un tubo de ensayo una alicuota de 2 mL de esa solucion.

4. Se afaden 50 pL de una disolucion en metanol de la muestra a analizar (extracto
antioxidante) y se homogeniza bien la mezcla.

5. Se mide la absorbancia luego de 16 minutos (A i-1g), contra blanco del solvente

organico

El descenso de la absorbancia después de los 16 minutos se emplea para calcular el
valor TEAC.
0.7

0.5 -

0.4 -

0.3 -

Absorbancia (515 nm)

0.1 1 y = 0.594x + 0.0043

R? = 0.9996

0 T I T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Concentracion de trolox (mM)

Figura 4.2: Curva de calibrado para la determinacién de la capacidad antioxidante por el
método del DPPH en equivalentes Trolox

4.3.2.2 Método de captacion del radical ABTS

Actualmente el método ABTS es ampliamente utilizado tanto para materiales biologicos,
compuestos puros o extractos de plantas de naturaleza hidrofilica o lipofilica.
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El compuesto cromégeno ABTS presenta color azul/verde con maximo de absorcién a
342 nm es muy soluble en agua y quimicamente estable. El radical ABTS" una vez
generado por medio de enzimas (peroxidasa, mioglobina) o quimicamente (diéxido de
manganeso, persulfato potasico o ABAP (2,2 azinobis-(2-amidinopropeno)HCI), pasa a

presentar nuevas caracteristicas con maximos de absorciénn a 414, 645, 734 y 815 nm.

Para determinar la actividad antioxidante de la muestra se utiliza el radical ABTS* formado
tras la reaccion (oxidacion) de 2,2'azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) (ABTS 7
mM) con persulfato potasico 2.45 mM, incubados a temperatura ambiente y oscuridad
durante 16 horas. El radical ABTS® es mas indicado para ensayos de compuestos
coloreados, como el caso de los antocianos, por presentar absorcion méaxima proxima a la
region infrarroja (734 nm) reduciendo las posibilidades de interferencias de compuestos
coloreados que absorben en la regién del visible o compuestos resultantes de una
reaccion secundaria.

De acuerdo al protocolo de analisis propuesto por Re et al, (1999).

Procedimiento:

1. Se prepara una solucién stock de ABTS a una concentracion de 7 mM.

2. Se genera el radical catiéon ABTS (ABTS ™) por la reaccién de la solucién stock de
ABTS con persurfato de potasio a una concentracion de 2.45 mM.

3. Se mantiene la mezcla a temperatura ambiente y protegida de la luz por 12-16 h antes
de usarla.

4. Se diluye la solucién de ABTS ™ con etanol hasta obtener una absorbancia de 0.700 (+
0.020) a 734 nm y se equilibra a 30°C.

5. Se mezcla 1 mL de solucién de ABTS ™ diluida (A7zsnm = 0.700 £ 0.020) con 10 pl de
muestra a analizar.

6. Se monitorea la absorbancia durante 10 minutos.

El descenso de la absorbancia después de los 10 minutos se emplea para calcular el
valor TEAC.



(=
o
|

o
o
|

Q
'S

=
[ 8
|

Absorbancia (734nm)
o
(28]

o

.

—
L

y =0.2512x + 0.002
R? = 0.9992

Dv T T = T T T T T T

02 064 06 08 1 12 14 16 18 2

Q

Concentracion de trolox (mM)
Figura 4.3: Curva de calibrado para la determinacién de la capacidad antioxidante por el
método del ABTS en equivalentes Trolox

4.2.3.3 FRAP (Poder antioxidante o de reduccion del hierro)

Este método se basa en reacciones de transferencia de electrones. En él se usa como
reactivo una sal férrica, Fe(lll)(TPTZ),Cls (TPTZ =24 6-trripiril-s-triazina). El poder
reductor de esta sal de Fe(lll) (0.7 V)es comparable al radical ABTS (=.68 V)

Por lo tanto, esencialmente, no hay muchas diferencias entre el andlisi ABTS y el FRAP,
excepto que el ABTS se realiza a pH neutro y el FRAP en condiciones de pH acido (pH
3.6), para mantener la solubilidad iénica (la reaccién a pH acido reduce el potencial de
ionizacién que conduce la transferencia electrénica e incrementa el potencial redox,

causando un cambio en el mecanismo dominante de la reaccion).

El reactivo FRAP se prepara con una mezcla de TPTZ en HCI, tampon acetato y FeCl;*6
H,O. La solucién final tiene 1.67 mM de Fe (lll) y 0.83 mM de TPTZ. La concentracién de
TPTZ es deficiente ya que la reaccion estequiométrca ideal entre Fe (Ill) y TPTZ es 1 a
2.Las sustancias antioxidantes sufren una reaccién de oxidacion en medio acido, durante
la cual el Fe** se reduce a Fe*? El complejo (Fe(Il)TPTZ,)*? es de color azul intenso y se
determina colorimétricamente a 593 nm.

Realizando el protocolo de analisis propuesto por Benzie y Strain, (1996)
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Procedimiento:

1. Se prepara tampodn acetato 300 mM pH 3.6

2. Se prepara una disoluciéon 10 mM de TPTZ en 40 mM de HCI

3. Se prepara una disolucion 20 mM de FeCl;*6 H,O

4. Se combinan el tampon acetato y las disoluciones 10 mM de TPTZ en 40 mM de HCl y
20 mM de FeCl;*6 H,O en proporciéon 10:1:1 para obtener el reactivo FRAP.

5. Se mide la absorbancia inicial del reactivo a 593 nm.

6. Se colocan 3.0 mL del reactivo FRAP en un tubo de ensayo.

7. Se adicionan 0.1 mL de la muestra que contiene el compuesto fendlico, previamente
diluida en metanol (o en solvente en que se encuentra la muestra).

7. Se realiza un blanco mediante el mismo procedimiento, reemplazando la muestra por
agua

8. Se lee la absorbancia de las muestras luego de 6 minutos a temperatura ambiente a
593 nm.

Entonces, el poder antioxidante o de reduccién del hierro de las muestras se determina
interpolando el resultado en la curva patron de absorbancia en funcion de la
concentracién de acido ascorbico.
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Figura N° 4.4 Curva de calibrado para la determinacién del poder reductor del hierro en
equivalentes de acido ascorbico
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4.2.4 Determinacion del indice de perdxido

Los peréxidos son los primeros compuestos que aparecen en el proceso de rancidez, se
forman por accion del oxigeno sobre los dobles enlaces de los acidos grasos en presencia

de luz.

El indice de perdxidos se calcula a partir del yodo liberado del yoduro de potasio en las
condiciones en las que se realiza el ensayo. Las sustancias que oxidan el yoduro de
potasio se suponen que son perdxidos u otros productos similares de la oxidacion de la
grasa, por lo que el indice obtenido puede tomarse, en una primera aproximacién, como

una expresion cuantitativa de los peroxidos de la grasa o aceite.

Se seguira el procedimiento 965.33 descrito en AOAC, (AOAC, 1990e)

Procedimiento:

1. Se toma un erlenmeyer de 250 mL, previamente seco, y se llena con un gas inerte,
puro y seco (nitrégeno, helio, etc) para desplazar el oxigeno presente que pudiese
reaccionar con el yoduro de potasio usado para la reaccién con los peroxidos producto de
la oxidacion del aceite.

2. Se introducen 5g de la muestra de aceite a ensayar

3. Se anade un volumen de 10 mL de cloroformo, en el cual se disuelve rapidamente el
aceite por agitacion

4. Se adicionan 15 mL de acido acético y 1 mL de disolucién saturada y fresca de yoduro
de potasio.

5. Se cierra el matraz y se mantiene en agitacion durante un minuto, imprimiéndole un

suave movimiento de rotacion.

6. Se conserva en la oscuridad durante 5 minutos; transcurrido ese tiempo, se afiaden 75

ml de agua destilada y se agita vigorosamente.

7. Se valora el yodo liberado con una disolucion de tiosulfato sédico 0,1 N con agitacion

vigorosa hasta que el color amarillo haya desaparecido casi completamente.

8. Se agregan 0.5 mL de solucién de almidén al 1%
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9. Se continua titulando para liberar el yodo hasta justo antes que el color azul
desaparece.

10. Si se ocupa menos de 0.5 mL de disolucion de tiosulfato sédico 0,1 N , se repite la

titulacion con una disolucién de tiosulfato sédico 0,01 N

11. Se prepara un blanco

Entonces, la inhibicion de la oxidacion del aceite sera expresada de la siguiente manera:

_ (M -B)*N*1000
g de muestra

VP

(mmol H,O, /kg aceite)

donde:

B =mL de Na,SO; 0.1 N en blanco
M =mL de Na,SO; 0.1 N en muestra
N = Normalidad del Na,SO;

4.3 Metodologia experimental

El plan de trabajo desarrollado para alcanzar los objetivos propuestos (presentado en las

Figuras 4.5y 4.6 y en la Tabla 4.7) contempl6 la ejecucion de las siguientes etapas:
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Caracterizacion de la materia prima

Aceite
Cenizas
Humedad
Fibra Cruda
Proteinas
Fibra Acido Detergente
Fibra Neutro Detergente
Lignina
Pectina

Desarrollo e implementacién de un proceso de extraccién convencional

de antioxidantes fendlicos a partir de residuos agroindustriales

Solvente extractor
Temperatura
Tiempo de incubacion
Razén solvente/residuc

Definicion las condiciones mas adecuadas de aplicacién de tratamientos
enzimaticos sobre el rendimiento de recuperacién de compuestos fendlico,
totales extraibles y la actividad antioxidante de los extractos obtenidos

Seleccion preparacién enzimatica
Temperatura
Concentracion del biocatalizador
Tiempo de hidrélisis

Evaluacion de la capacidad antioxidante de un extracto fendlico obtenido a
partir de desechos agroindustriales en la preservacion de aceites crudos

Valor de Peroxidos

Figura 4.5: Actividades desarrolladas en el estudio de la aplicacién de la tecnologia
enzimética en la extraccién de antioxidantes fendlicos a partir de residuos agroindustriales
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Figura 4.6: Seleccién de un preparado enzimatico comercial para aplicar en la extraccion de

antioxidantes fenélicos a partir de residuos agroindustriales

Tabla 4.7: Anélisis realizados en materia primas para obtener antioxidantes fendlicos

Anadlisis

Residuos de
arandano
azul

Residuos de
arandano rojo

Residuos de
Frambuesa

Residuos de
Durazno

Residuos de
Pera

Residuos de
Pera
Tamizada

Residuos
de Pera
Desplumada

Residuos de
Pimentén

Proteinas

X

X

X

=

X

X

=

Cenizas

Humedad

Fibra Cruda

Aceite total

Fibra Neutro
Detergente

Mo x| x| x| X

Ko XXX | X

®) XXX

Fibra Acido
Detergente

>

>

>

Lignina Acido
Detergente

Pectinas

Fenoles totales
extraibles

DPPH

X | X x| X

»)| o X X

R T B I - - - o I

| o x| X | X | X | X|X|X|X

o x| x| X | X | X|X|X]|X

M| o x| x| X | X [ X|X|X]X

Moo x| x| X | X [ X]|X|X]X

ABTS

FRAP

Valor de
peréxidos

o s x| X X X

79




Etapa 1. Caracterizacion de cada uno de los residuos agroindustriales: arandano
azul, arandano rojo, durazno, frambuesa, pera, pera tamizada, pera desplumada y

pimenton.

1.1 Caracterizacion proximal de la materia prima
Se realizé un analisis proximal a cada uno de los resiuduos agroindustriales en estudio,
determinando su contenido de Cenizas, Proteinas, Fibra Cruda, Aceite y Extracto No

Nitrogenado (por diferencia).

1.2 Caracterizacion de fibras de la materia prima

Se evalud el contenido de celulosa, hemicelulosa, lignina y pectina de los residuos
agroindustriales. Esta caracterizacion se realizé para estimar que tipo de preparados
enzimaticos podrian incrementar los rendimientos de extraccion de antioxidantes
fendlicos.

Etapa 2. Desarrollo e implementacion de un proceso de extraccion convencional de
compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes a partir de residuos

agroindustriales

2.1 Acondicionamiento de la materia prima.

Para los estudios de recuperacién de antioxidantes fendlicos, es preferible utilizar la
materia prima sin lipidos. Con este fin los residuos agroindustriales provenientes del
procesamiento de arandano azul, arandano rojo, frambues, durazno, pera y pimenton
secos Yy triturados finamente, fueron desgrasados con éter de petrdleo, dispuestos en
bolsas plasticas herméticamente cerradas y almacenados a temperatura ambiente hasta

su empleo para los analisis.

2.2 Seleccion de los residuos agroindustriales

La seleccion de los residuos mas adecuados para la recuperacion de compuestos
fendlicos con buena actividad antioxidante se realiz6 mediante un proceso extractivo que
consideraba el contacto directo del solvente con el residuo en un sistema por lotes
agitados. Muestras de 1.0 g de material vegetal triturado finamente, seco y desgrasado,
fueron extraidas con un Unico solvente (metanol), usando agitacion magnética (150 rpm)
a condiciones de operacion fijas para temperatura y razon solvente/residuo de 50°C, y

20:1, respectivamente, mediante la realizacion de cinéticas entre 1 y 36 horas en las que
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cada punto significaba una experiencia diferente y el valor reportado era la media de tres
experimentos. La extraccion se detuvo con la separacion de las fases liquidas y sélidas
por filtracién a vacio con papel de microfibra de vidrio una vez alcanzada la temperatura
ambiente y se evaporé el solvente de los extractos hasta sequedad en rotavapor a 40°C.
Los extractos obtenidos fueron refrigerados a 4°C hasta su analisis. Para cada condicion
estudiada, se determiné el rendimiento de recuperacion de soélidos solubles (g extracto
/100g de muestra) asi como su contenido fendlico (mg é&cido galico/g de muestra).
Ademas, se evalud la capacidad antioxidante de los extractos, utilizando el método
basado en la reduccion de los radicales DPPH. La capacidad antioxidante se expreso

como equivalentes de trolox (mmoles trolox/100g muestra).

2.3 Efecto de la temperatura de extraccion sobre el rendimiento de recuperacion de
compuestos fendlicos totales extraibles y la actividad antioxidante de los extractos
obtenidos a partir de residuos agroindustriales

Luego de seleccionar los tres residuos mas adecuados para la recuperacion de
compuestos fendlicos con buena actividad antioxidante (arandano azul, arandano rojo y
frambuesa), se evalu6 el efecto de la temperatura de trabajo sobre las cinéticas de
extraccion de antioxidantes fendlicos entre 1 y 36 horas en las que cada punto significaba
una experiencia diferente y el valor reportado era la media de tres experimentos. Se
utilizaron tres temperaturas (40, 50 y 60°C), un solo tipo de solvente (metanol),
condiciones de agitaciéon de 150 rpm y razén solvente/residuo de 20:1. Para cada
condicién estudiada, se determind el rendimiento de extraccion sobre el contenido de
sélidos solubles (g extracto /100g de muestra) asi como su contenido fenélico (mg acido
galico/g de muestra). Ademas, se evalud la capacidad antioxidante de los extractos,
utilizando el método basado en la reduccion de los radicales DPPH. La capacidad

antioxidante se expresé como equivalentes de trolox (mmoles trolox/100g muestra).

2.4 Efecto del pH sobre el rendimiento de recuperacion de compuestos fenélicos
totales extraibles y la actividad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de
residuos agroindustriales

En esta actividad se desarrollaron cinéticas de extraccion convencional de antioxidantes
fendlicos a partir de residuos de arandano azul, arandano rojo y frambuesa, utilizando
agua destilada y acidulada con una solucién de HCI 1 M, manteniendo una temperatura

de 60°C, una razon solvente/residuo de 20:1 y una agitacion de 150 rpm. EIl pH se varid
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entre 3 y 6. Para cada condicion estudiada, se determiné el rendimiento de recuperacion
de solidos solubles (g extracto /100g de muestra) asi como su contenido fendlico (mg
acido galico/g de muestra). Ademas, se evalué la capacidad antioxidante de los extractos,
utilizando el método basado en la reduccién de los radicales DPPH. La capacidad

antioxidante se expresé como equivalentes de trolox (mmoles trolox/100g muestra).

2.5 Estudio de las interacciones entre parametros sobre el rendimiento de
recuperacion de compuestos fendlicos totales extraibles y la actividad antioxidante
de los extractos obtenidos a partir de residuos agroindustriales

Con los residuos provenientes del procesamiento de arandano azul, arandano rojo y
frambuesa se analizé el efecto de las interacciones entre tiempo de extraccion (t),
temperatura (T) y razén solvente/residuo (S/R) se desarrollé un disefio factorial 2°
completo. La temperatura se vario entre 40°C y 60°C, los tiempos de extraccién entre 3 y
30 horas y la razén solvente/residuo entre 10:1 y 20:1. Las variables fueron codificadas
por medio de los signos algebraicos +1 y-1, tomando como punto central el valor cero. Se
utilizaron seis sistemas extractores de diversa polaridad: acetato de etilo, etanol, metanol,
y agua asi como las mezclas hidroalcohélicas de etanol:agua y metanol:agua al 50:50%
v/v. La agitacién se mantuvo constante en 150 rpm. Para cada condicion estudiada, se
determino el rendimiento de extraccion sobre el contenido de sdlidos solubles (g extracto
/100g de muestra) asi como su contenido fendlico (mg acido galico/g de muestra).
Ademas, se evalud la capacidad antioxidante de los extractos, utilizando el método
basado en la reduccion de los radicales DPPH. La capacidad antioxidante se expresd

como equivalentes de trolox (mmoles trolox/100g muestra).

La Tabla 4.8 muestra la matriz del disefio factorial, con las variables en sus formas no

codificadas y codificadas, para una mejor comprension.
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Tabla 4.8: Matriz del disefo factroial para la extraccion convencional por solvente de
compuestos fendlicos totales extraibles y la actividad antioxidante de los extractos

obtenidos a partir de residuos de arandano azul, arandano rojo y frambuesa
Experimento | Tiempo | Temperatura | Razén | tiempo | Temperatura | Razén

(h) (°C) SIR (h) (°C) SIR

N° x1 X2 X3

1 3 40 10 - - -

2 30 40 10 ¥ - -

3 3 60 10 - + -

4 30 60 10 + A3 -

5 3 40 20 - - +

6 30 40 20 + & +

7 3 60 20 - + +

8 30 60 20 + + +

9 136 50 15 0 0 0

10 13,6 50 15 0 0 0

11 13.5 50 15 0 0 0

12 13,5 50 15 0 0 0

Los datos son ajustados a la siguiente superficie de respuesta:
R=agg+a;*t+a,*T+az* R/S + a;; *tT + a2*T RIS + ax3* TR/S+ a,3*tTR/S

Donde a, es el valor de la funcion objetiva en las condiciones de punto central,
a;, a, y a; representan los efectos principales asociados a cada variable y las otras

constantes representan los efectos cruzados entre las variables.
Se selecciono el residuo y solvente extractor que permitian una mayor recuperacion de

compuestos fendlicos y aquel que permitia una mayor capacidad antioxidante para la

siguiente etapa.
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Etapa 3 Definicién las condiciones mas adecuadas de aplicacion de tratamientos
enzimaticos sobre el rendimiento de recuperacion de compuestos fendlicos totales
extraibles y la actividad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de residuos
agroindustriales

3.1 Efecto del tipo de biocatalizador sobre la recuperaciéon enzimaticamente
asistida de compuestos fenélicos con actividad antioxidante obtenidos a partir de

residuos agroindustriales

Dado que la composicién de la pared celular es especifica para cada vegetal, la seleccion
de un sistema enzimatico es critica para la eficiente extraccion. Por ello, se analizaron
diversas preparaciones enzimaticas comerciales con el objetivo de evaluar su capacidad
para degradar los componentes insolubles de la pared celular de los residuos de
frambuesa. En particular, se usaron biocatalizadores que contienian una combinacion de

actividades enzimaticas tales como celulasa, hemicelulasa y pectinasa.

Luego de establecer un proceso estandarizado de recuperacion de antioxidantes
fenolicos, se realizaron experiencias con 12 preparados enzimaticos, bajo condiciones
establecidas de operacion recomendadas por los proveedores, con una mezcla
agualetanol (75/25% vH,O/VEtOH) a una razén enzima/sustrato inicial del 10%. Para cada
condiciéon estudiada, se determind el rendimiento de extraccion sobre el contenido de
sélidos solubles, expresado como g extracto /100g de muestra asi como su contenido de
fenoles totales extraidos, expresado como mg &acido galico/g de muestra. Ademas, se
evalué la capacidad antioxidante de los extractos, utilizando tres diferentes métodos. La
capacidad antioxidante evaluada por los métodos DPPH y ABTS se expres6 como mmol
trolox/ 100g muestra, mientras que la capacidad antioxidante evaluada por el metodo del
FRAP se expres6 como mmol acido ascérbico/ 100g muestra.

3.2 Estudio del efecto de la temperatura sobre la recuperacion enzimaticamente
asistida de compuestos fendlicos con actividad antioxidante obtenidos a partir de
residuos agroindustriales

Luego de seleccionar 2 biocatalizadores, los cuales se analizaron separadamente y como
su mezcla en igual proporcion, se efectud la evaluacion del efecto de la temperatura sobre
la extraccion enzimaticamente asisitida de antioxidantes fendlicos obtenidos a partir de

residuos de frambuesa.
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Dado que la temperatura es una variable de compromiso entre la reactividad y la
estabilidad enzimatica, se estudiaron temperaturas entre 40 y 60°C, considerando que
menores temperaturas conducen a bajos rendimientos de extraccion y que temperaturas
mas elevadas afectan la estabilidad de las enzimas. Se trabaj6 a una razén
enzima/sustrato inicial del 10%. Se determiné el rendimiento de extraccion sobre el
contenido de solidos solubles, expresado como g extracto /100g de muestra asi como su
contenido de fenoles totales extraidos, expresado como mg acido galico/g de muestra.
Ademas, se evalud la capacidad antioxidante de los extractos, utilizando tres diferentes
metodos. La capacidad antioxidante evaluada por los métodos DPPH y ABTS se expresd
como mmol trolox/ 100g muestra, mientras que la capacidad antioxidante evaluada por el

método del FRAP se expresé como mmol acido ascérbico/ 100g muestra.

3.3 Estudio del efecto de la concentracion de enzima en el tratamiento enzimatico

Un parametro de importancia para la optimizacion del tratamiento enzimatico es
determinar la concentracion que permita una hidrélisis adecuada de las paredes celulares
de vegetales. La concentracion de enzima se expreso como un cuociente de la cantidad
de enzima (volumen en mL o masa en mg, dependiendo de la naturaleza del preparado,
sélido o liquido, respectivamente) por cada 100 gramos de muestra (residuos). Las
razones enzima/sustrato se variaron entre 0.75 y 10%. Para cada condicién estudiada, se
determino el rendimiento de extraccién sobre el contenido de sdlidos solubles, expresado
como g extracto /100 g de muestra asi como su contenido de fenoles totales extraidos,
expresado como mg acido galico/ g de muestra. Ademas, se evalué la capacidad
antioxidante de los extractos, utilizando tres diferentes métodos. La capacidad
antioxidante evaluada por los métodos DPPH y ABTS se expresé como mmol trolox/ 100
g muestra, mientras que la capacidad antioxidante evaluada por el método del FRAP se

expres6 como mmol acido ascérbico/ 100 g muestra.

3.5 Estudio del efecto del tiempo de la hidrdlisis enzimatica

Se examin6 la dependencia del tiempo de la hidrolisis enzimatica en el proceso de
extraccion de antioxidantes fendlicos a partir de residuos de frambuesa. Los tratamientos
enzimaticos se realizaron durante 24 horas tomando muestras a 1 hora, 3 horas, 6 horas,

12 horas, 18 horas y 24 horas.



Para cada condicion estudiada, se determind el rendimiento de extraccién sobre el
contenido de solidos solubles, expresado como g extracto /100 g de muestra asi como su
contenido de fenoles totales extraidos, expresado como mg acido galico/g de muestra.
Ademas, se evalud la capacidad antioxidante de los extractos, utilizando tres diferentes
métodos. La capacidad antioxidante evaluada por los métodos DPPH y ABTS se
expres6 como mmol trolox/ 100 g muestra, mientras que la capacidad antioxidante
evaluada por el método del FRAP se expres6 como mmol acido ascérbico/ 100g muestra.

3.4 Estudio de las interacciones entre parametros en la extraccion enzimaticamente
asistida de antioxidantes fenolicos desde residuos de frambuesa

En esta actividad se evalu6 el efecto de de las interacciones entre parametros en la
extraccion acuosa enzimaticamente asistida de antioxidantes fendlicos desde residuos de
frambuesa en base a un disefio factorial 2° con repeticiones en el punto central. El
proceso extractivo se realizo en discontinuo a 150 rpm de agitacion y una razén
agualresiduo de 20. La temperatura se varié entre 40 y 60°C, los tiempos de extraccion
entre 4,5y 7,5 horas y la razon enzima/sustrato entre 2,5 y 7,5%. Para cada condicion
estudiada, se determind el rendimiento de extraccion sobre el contenido de soélidos
solubles (g extracto /100 g de muestra) asi como su contenido fendlico (mg acido galico /g
de muestra). Ademas, se evalua la capacidad antioxidante de los extractos, utilizando tres
diferentes métodos. La capacidad antioxidante evaluada por los métodos DPPH y ABTS
se expres6 como mmol trolox/ 100 g muestra, mientras que la capacidad antioxidante
evaluada por el método del FRAP se expresé como mmol acido ascorbico/ 100 g
muestra.

La Tabla 4.9 muestra la matriz del disefio factorial.
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Tabla 4.9: Matriz del disefio factorial para la extraccion acuosa enzimaticamente asistida
desde residuos de frambuesa

Experimento | tiempo | Temperatura Razén tiempo Temperatura Razoén
N° (h) (°C) E/S (h) (°C) SIR
x1 X2 X3
1 4,5 40 2,5% - - -
2 75 40 2,5% + - -
3 4,5 60 2,5% - + -
4 7.5 60 2,5% + + -
5 45 40 7,5% - - +
6 T:5 40 7.5% + 5 +
7 4,5 60 7.5% - + -
8 7.5 60 7.5% + + +
9 6 50 5% 0 0 0
10 6 50 5% 0 0 0
11 6 50 5% 0 0 0
12 6 50 5% 0 0 0

Los datos son ajustados a la siguiente superficie de respuesta:
R= ag + a4 *t+ 32* T 33* R/S + 312* T+ 313*T R/S + 323* TR/S+ 3123*tTRI‘S

Donde a, es el valor de la funcién objetiva en las condiciones de punto central,
a;, a, y as representan los efectos principales asociados a cada variable y las otras

constantes representan los efectos cruzados entre las variables.

Etapa 4. Validacion de la capacidad antioxidante de un extracto fendlico obtenido a
partir de desechos agroindustriales en la preservacion de aceites crudos

Se evalu6 la capacidad antioxidante de un extracto hidroetandlico obtenido a partir de

residuos de frambuesa en la preservacion de aceite crudo de pepa de uva, determinando

el grado de oxidacion lipidica por la cuantificacion del indice de peroxidos.
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Analisis estadistico
Los resultados se expresaron como promedio + desviacion estandar (n=3) y las

presentaciones graficas se realizaron empleando Microsoft Office Excel 2007. Se incluyo,
ademas, analisis de varianza (ANOVA) aplicando el programa GraphPad InStat 3.

La Figura 4.7 ilustra el esquema de la estrategia metolologica empleada para la extraccion

de antioxidantes fendlicos desde residuos agroindustriales,

Residuo agroindustrial

L1

Acondicionamiento
Secado- Molienda-Desgrasado

L1

Extraccion

L

Filtracion

Residuo Extracto

Actividad
antioxidante

Figura 4.7 Esquema de la estrategia metololégica empleada para la extraccién de
antioxidantes fendlicos desde residuos agroindustriales.



CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 CARACTERIZACI;)N DE LOS MATERIALES RESIDUALES PROVENIENTES DEL
PROCESADO DE ARANDANO AZUL, ARANDANO ROJO, FRAMBUESA, DURAZNO,
PERA, PERA DESPLUMADA, PERA TAMIZADA Y PIMENTON

5.1.1 Caracterizacion proximal de los residuos de arandano azul, arandano rojo,

frambuesa, durazno, pera, pera desplumada, pera tamizada y pimentén

Con el proposito de obtener informacion sobre los atributos nutriticionales y la potencial
utilizacion de los residuos agroindustriales de arandano azul, arandano rojo, durazno,
frambuesa, pera, pera desplumada, pera tamizada y pimentén, se realiza la
caracterizacion proximal de cada uno de ellos, de acuerdo a los ensayos oficiales
establecidos por la AOAC; introduciendo, en algunos casos, leves modificaciones a los
mismos. Los analisis corresponden a contenido de proteinas, cenizas, extracto etéreo,

fibra cruda y extracto libre de nitrégeno (por diferencia).

En la Figura N°5.1 se presentan los resultados del analisis quimico proximal de los
residuos agroindustriales en estudio. La composicion proximal varia notablemente de
acuerdo al tipo de residuo; el contenido total de fibra cruda fluctta entre 19,03 y 59,76 %,
el extracto etéreo esta en el rango entre 0,27 y 6,97 %, los niveles de proteinas se
encuentran entre 1,62 y 10,34 %, mientras que los de cenizas entre 0,10 y 10,76 % y el
extracto libre de nitrégeno fluctia entre 31,02 y 73,78 %.

Los residuos compuestos mayoritariamente por pieles y semillas, como arandano azul,
arandano rojo y frambuesa, presentan un elevado contenido de fibra cruda (mayor al
35%) en comparacion con aquellos principaimente compuestos por cascaras como
durazno, pera, pera desplumada, pera tamizada y pimentén (alrededor de un 20% de fibra
cruda). El elevado contenido de fibra cruda en los residuos de la familia de los berries
sugiere que ellos poseen un mayor potencial como fuente de antioxidantes fendlicos,
probablemente porque en esa fraccidon lignocelulésica se concentran compuestos con

funcion protectora en la planta (Yen y Duh 1994).
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Figura 5.1: Caracterizacién proximal de los residuos de arandano azul, arandano rojo,

frambuesa, durazno, pera, pera desplumada, pera tamizada y pimentén.
Resultados son expresados como Promediot D.E. (n=3)

La fibra cruda consiste en una mezcla heterogénea de polisacaridos no almidonosos, los
que incluyen celulosa, hemicelulosa, pectinas y lignina (Figuerola et al, 2005); esta fibra
contiene, frecuentemente, polifenoles asociados con polisacaridos estructurales no
almidonosos, que pueden ser liberados de la matriz vegetal confiriendo actividad

antioxidante (Sayago-Ayerdi et al, 2007).

Todos los residuos evaluados presentan un alto nivel de extracto libre de nitrogeno
(carbohidratos), lo que indica una mayor capacidad energética que proteica. Ello sumado
al alto contenido de fibra cruda sugiere que luego de la extraccion de antioxidantes
fendlicos los residuos remanentes podrian ser empleados para la obtencién de
oligosacaridos no digeribles, los cuales producen diversos efectos sobre la salud humana
en la prevencién y tratamiento de enfermedades cronicas, particularmente por su
actividad prebiética al incrementar la cantidad de bacterias benignas de la microflora

intestinal e inhibir el crecimiento de las bacterias patégenas (Quiang et al, 2009).
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Los descartes agroindustriales analizados presentan un bajo nivel de proteinas, menor al
10 % en todos los casos a excepciéon del residuo de arandano azul. Los polifenoles
tienden a complejarse con proteinas a través de diferentes mecanismos, tales como
interacciones ionicas, hidrofébicas o puentes de hidrégeno; estas interacciones pueden
disminuir la concentracion de compuestos fendlicos libres, lo que conllevaria a una
reduccion de su eficacia antioxidante (Labuckas et al, 2008). En consecuencia, bajos
niveles de proteinas podrian promover una mayor recuperacion de antioxidantes fenoélicos

desde los materiales residuales en estudio.

El contenido de lipidos de los residuos agroindustriales en estudio es escaso (menor al 7
%); ello limita su potencial como fuente de aceites esenciales restringiendo las técnicas
convencionales de extraccion y destinandolo a extraccién con CO, supercritico, como una
respuesta a la reduccion del uso de solventes organicos en la industria cosmética, tal es
el caso del aceite obtenido a partir de semillas de granada (Abassi et al, 2008); sin
embargo, en el disefio de un proceso de recuperacién de antioxidantes fenélicos, el bajo
nivel lipidico presenta la ventaja de no requerir su eliminacién previa, aunque en este
estudio la muestra serda desgrasada para evitar el deterioro oxidativo de las materias

primas durante la investigacion.

Los valores de cenizas que se muestran en la Figura 5.1, son concordantes con los
determinados por Figuerola et al, (2005) para residuos de citricos, manzanas y uvas, por
Park y Zhao, (2006) para pomasa de arandano rojo, por Al-Farsi et al, 2007 para residuos
de datiles y Helbig et al, 2008 para residuos de grosella negra. El bajo contenido de
cenizas podria influir positivamente sobre las propiedades antioxidantes de los extractos
de estos residuos puesto que las cenizas poseen minerales y metales pesados,
incluyendo hierro, que pueden actuar como pro-oxidantes (Maisuthisakul et al, 2006;
Maisuthisakul et al, 2008). Asimismo, el bajo contenido de cenizas podria ser beneficioso
al disminuir el riesgo de inhibicion de la accién enzimatica, cuando se apliquen

biocatalizadores para mejorar la extraccién de antioxidantes fendlicos.
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5.1.2 Composicion de los principales polisacaridos de la pared celular de los
residuos de arandano azul, arandano rojo, frambuesa, durazno, pera, pera

desplumada, pera tamizada y pimentén.

Se realiza la caracterizacion de las fibras como una manera de estimar qué preparados
enzimaticos presentaran el mejor efecto degradativo sobre los envoltorios celulares de los

materiales residuales en estudio.

La Tabla 5.1 muestra la composicién de las fibras de los residuos agroindustriales en
estudio.

Tabla 5.1: Contenido en Fibras Neutro detergente y Acido Detergente de los residuos de
arandano azul, arandano rojo, frambuesa, durazno, pera, pera desplumada, pera tamizada y

pimenton.
Residuo agroindustrial Fibra neutro Fibra 4cido Fibra acido de
detergente detergente lignina
(%) (%) (%)
Arandano azul 65,09+ 1,70 56,62 + 0,26 3515+0,22
Arandano rojo 72,86 + 0,21 64,32 +£0,70 36,12+ 1,78
Frambuesa 83,40 + 1,17 68,52 + 0,64 63,16 + 1,52
Durazno 26,68 + 1,80 21,42 £0,37 17,25 £ 0,67
Pera | 44681165 2017056 | 976:066 |

Pera Desplumada 69,25 + 1,09 44,91 +1,00 33,57 +2,02
Pera Tamizada 41,60+ 1,98 36,00 £0,22 15,57 £ 0,10

Pimentén 27,61+0,27 19,06 + 1,50 3,37+ 0,11

En la Tabla 5.1 se destaca el alto contenido de polisacaridos estructurales de los residuos
pertenecientes a la familia de los berries. Comparada con las referencias bibliograficas
respecto a la composicién quimica de pomasas de citricos, manzanas y uvas (Bravo y
Saura-Calixto, (1998); Figuerola et al, (2005); Park y Zhao, (2006); Llobera y Cafiejas,
2007, entre otros), la informacion sobre la composicién de los principales polisacaridos de
las paredes celulares de berries es escasa, encontrandose incluso datos divergentes. Por
ejemplo, Helbig et al, (2008) reportan un contenido de lignina 73.8% para residuos de
grosella negra, mientras que Nawirska y Kwasniewska (2005), cuantifican la lignina de

ese mismo fruto en 8,2 g/100 g de muestra seca.
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En la Figura 5.2 se ilustra el contenido de los principales polisacaridos de la pared celular
vegetal de los residuos agroindustriales en estudio.
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Figura 5.2: Composicién de los principales polisacéridos de la pared celular de los residuos
de arandano azul, arandano rojo, frambuesa, durazno, pera, pera desplumada, pera
tamizada y pimenton.

Resultados son expresados como Promedio + D.E. (n=3)

Tal como se aprecia en la Figura 5.2, los residuos de arandano rojo y arandano azul
presentan un perfil similar en cuanto a la composicién de los principales polisacaridos de
la pared celular, aunque el descarte de arandano rojo contiene aproximadamente el doble
de pectina que el residuo de arandano azul. Holmes y Chokyum, (1978), determinan para
pomasa de arandano rojo un contenido de pectina y celulosa de 158 y 18,1 %,
respectivamente, valores similares a lo obtenido en este trabajo (15,7 y 28,2, %,
respectivamente). Los tres descartes de pera estudiados, presentan variaciones en
relacion a la composicion de los principales polimeros de la pared celular. Con respecto a
los niveles de lignina, era esperable que el mayor contenido de sustancias pécticas se
encontrara en el descarte denominado pera desplumada, pues éste contiene
esencialmente semillas, a diferencia del residuo de pera tamizada, compuesto por
cascaras y restos de pulpa vy del residuo de pera, que posee esencialmente cascaras
(Tabla 4.1), confiriéndole al residuo de pera desplumada un mayor potencial como fuente
de antioxidantes fendlicos que los otros dos subproductos.

93



Por otro lado, el residuo de frambuesa presenta caracteristicas tnicas que lo diferencian
del resto de los materiales estudiados. Esto es, su elevado porcentaje de lignina,
posiblemente dado por su alto contenido de semillas. Otros componentes importantes en
este residuo son hemicelulosa y pectina, mientras celulosa es menos relevante. El alto
contenido de lignina del residuo de frambuesa (63,7 %) indicaria una mayor presencia de
componentes fendlicos, aunque aquello no necesariamente concluya en una mayor

extraccion de los mismos.

En base al contenido en fibras de los residuos agroindustriales evaluados, se estima que
para una mayor efectividad en la degradacion enzimatica de las paredes celulares, se
requieren biocatalizadores con actividades pectinoliticas, hemiceluloliticas y celuloliticas
combinadas. Ben Shalom, (1986) demostr6 que el tratamiento de las paredes celulares
de vegetales es mas efectivo al utilizar biocatalizadores comerciales que contienen una
combinacion de actividades, que al aplicar enzimas puras, ya que se produce un efecto
sinergico. Bien conocido es el hecho que la pectina se presenta en la capa externa de la
célula, recubriendo estéricamente a las microfibrillas de celulosa, que estan cohesionadas
con polimeros hemicelulésicos (Voragen y Pilnik, 1989; Mansfield et al, 1999). Ademas,
debido a que la degradacion de la pared celular depende de la hidrélisis secuencial de los
constituyentes de los envoltorios celulares, la adicién de pectinasas y la consecuente
degradacion de las polimeros pécticos, permite una mayor exposicion de celulosa y

hemicelulosa para la accion enzimatica de celulasas y hemicelulasas (Maissot ,1989).
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5.2 DETERMINACION DE LAS CONDICIONES ESTANDAR DE EXTRACCION
CONVENCIONAL SOLIDO/LIQUIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS

En esta etapa se busca establecer un proceso de extraccion convencional liquido/ sélido
de compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes contenidos en los residuos

caracterizados.

5.2.1 Seleccion de los residuos agroindustriales

La seleccion de las materias primas residuales se efectia empleando metanol como
extractor, debido a su polaridad y a su reconocida capacidad para extraer compuestos
fendlicos desde vegetales, basandose en los buenos resultados conseguidos con este
solvente en la literatura sobre el tema (Velioglu et al, 1998; Przybylski et al, 1998; Pinelo
et al, 2004; Lapomik et al 2005, Thaipong et al, 2006).

Para cada residuo agroindustrial se evalia el efecto del tiempo de extraccion a
condiciones de operacion fijas para temperatura, agitacion y razén liquido/sélido de 50°C,
150 rpm y 20:1, respectivamente, mediante la realizacion de cinéticas entre 1 y 36 horas
en las que cada punto significa una experiencia diferente y el valor reportado es la media
de tres experimentos. Los resultados presentados a continuacion corresponden a soélidos
solubles recuperados, compuestos fendlicos totales extraibles y actividad antioxidante

evaluada por el método DPPH.

La Figura 5.3 muestra los rendimientos de extraccion de sdélidos solubles de los de los
extractos obtenidos a partir de residuos de arandano azul, arandano rojo, frambuesa,

durazno, pera, pera desplumada, pera tamizada y pimenton.
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Figura 5.3: Rendimiento de extraccion de sélidos solubles de los extractos obtenidos a
partir de los residuos de arandano azul, arandano rojo, frambuesa, durazno, pera, pera
desplumada, pera tamizada y pimenton.

Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; metanol, 150 rpm; razén L/S, 20:1; 50°C.
Resultados son expresados como Promedio + D.E. (n=3)

Tal como se aprecia en la Figura 5.3, los rendimientos de recuperacion de solidos
solubles de residuos de durazno se incrementan con el tiempo de incubacion llegando a
un valor cercano al 37 % a partir de las 18 horas. No se observan grandes variaciones en
el contenido de extractables de los residuos de pimentén, manteniéndose en 32 g
extracto/100 g muestra luego de 6 horas de extraccion. La recuperacion de soélidos
solubles desde residuos de pera, pera tamizada y pera desplumada es practicamente
invariable con el tiempo de operacion, obteniéndose valores de 30, 26 y 27 %,
respectivamente. La extractibilidad de los residuos de la familia de los berries se
incrementa al aumentar del tiempo hasta estabilizarse a las 18 horas de tratamiento.
Estas variaciones en el rendimiento de sélidos solubles de los extractos obtenidos a partir
de los diferentes residuos analizados, pueden atribuirse a la disponibilidad de los diversos
componentes extractables, definidos por la composicién quimica del material vegetal
original (Hsu et al, 2006). Asimismo, la eficacia del solvente extractor para disolver
compuestos endégenos puede ser también un factor relevante en la recuperacién de
solidos solubles (Sultana, et al 2008).
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En la Figura 5.4 se presenta el contenido de compuestos fendlicos totales extraibles de
los extractos obtenidos a partir de los residuos de arandano azul, arandano rojo,

frambuesa, durazno, pera, pera desplumada, pera tamizada y pimenton

Como es posible observar en la Figura 5.4, los extractos obtenidos con residuos de
frambuesa presentan un elevado contenido de compuestos fendlicos totales extraibles, el
cual tiende a aumentar con el tiempo de incubacién hasta alcanzar los 21 mg de acido
galico/lg muestra a las 24 horas de extraccion. De igual manera, mayores tiempos de
contacto favorecen la recuperacion de polifenoles desde residuos de arandano azul con
un maximo de 14 mg de &cido galico/g muestra a las 36 horas. La recuperacion de
polifenoles desde residuos de arandano rojo se ve favorecida con el tiempo de
incubacién, obteniéndose valores cercanos a 10 mg acido galico/g de muestra a partir de

las 24 horas de extraccion.
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Figura N°5.4: Contenido total de compuestos fendlicos extraibles de los extractos obtenidos
a partir de los residuos de aréndano azul, arandano rojo, frambuesa, durazno, pera, pera
desplumada, pera tamizada y pimentén.

Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; metanol, 150 rpm; razén L/S, 20:1; 50°C.
Resultados son expresados como Promedio + D.E. (n=3)
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El contenido de polifenoles totales de los extractos obtenidos a partir de residuos de pera
desplumada, muestra un ligero incremento en los extractables a tiempos largos de
extraccion, llegando a 8 mg acido galico/g de muestra a las 36 horas de incubacion. Los
residuos de durazno, pera, pera tamizada y pimentén presentan un bajo contenido de
compuestos fendlicos totales extraibles, mostrando la escasa potencialidad de los
mismos para estudios posteriores, con ellos sélo se consiguen aproximadamente 3 mg
de acido gélico/g de muestra. En el caso de la extraccién metandlica de los residuos de
pimenton, la extractibilidad de los compuestos fendlicos disminuye a partir de las 24 horas
de incubacion.

La Figura 5.5 ilustra la actividad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de los
residuos de arandano azul, arandano rojo, frambuesa, durazno, pera, pera desplumada,

pera tamizada y pimenton.
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Figura 5.5: Actividad antioxidante medida por el método DPPH de los extractos obtenidos a
partir de los residuos de arandano azul, arandano rojo, frambuesa, durazno, pera, pera
desplumada, pera tamizada y pimentén.

Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; metanol, 150 rpm; razén L/S, 20:1; 50°C.
Resuftados son expresados como Promedio + D.E. (n=3)
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De la Figura 5.5 se desprende que los extractos obtenidos a partir de residuos de
frambuesa presentan una elevada actividad antioxidante, por sobre los demas residuos
analizados, llegando a los 10 mmoles trolox/100 g muestra luego de 12 horas de
extraccion. Mayores tiempos de contacto favorecen la capacidad antioxidante de los
extractos de residuos de arandano azul, hasta alcanzar los 5 mmoles trolox/100 g
muestra a partir de las 24 horas de extraccion Un leve incremento en la capacidad
antioxidante de los extractos obtenidos desde residuos de arandano rojo se observa con
el tiempo de incubacién (2 mmoles trolox/100 g muestra a las 18 horas de extraccion). La
actividad antioxidante de los extractos de residuos de pera desplumada aumenta
ligeramente en la medida que aumenta el tiempo de contacto; sin embargo, los valores de
equivalentes de trolox son menores a los obtenidos con extractos de la familia de los
berries. Los residuos de durazno, pera y pera tamizada presentan una exigua capacidad
antioxidante con valores respectivos de equivalentes de trolox de 0.3, 0.3 y 0.6 mmoles
trolox/100 g de muestra. Los extractos metandlicos de residuos de pimentdn presentan
bajos valores de equivalentes trolox y, por tanto, una leve capacidad antioxidante, la cual
disminuye al aumentar el tiempo de extraccion; ello es coincidente con el comportamiento
obtenido para fenoles totales, sugiriéndose que los compuestos extraidos desde residuos
de pimenton son mayoritariamente fenoles simples de bajo grado de polimerizacion y con
menor actividad antioxidante (Haggerman et al, 1998).

Globalmente, el rendimiento de extraccion de sélidos solubles varia notablemente
dependiendo del tipo de residuo. En particular, los residuos que presentan altos
rendimientos de extraccién de sélidos solubles contienen bajos niveles de polifenoles
totales y poseen escasa actividad antioxidante, mientras que los extractos metanolicos de
frambuesa, arandano azul y arandano rojo, cuyos rendimientos de extraccion de soélidos
solubles son menores, presentan un alto contenido de compuestos fendlicos y una
elevada actividad antioxidante. Por tanto, un alto rendimiento de extraccion no se
correlaciona con un alto contenido en compuestos fendlicos y actividad antioxidante. Esto
es consistente con lo reportado previamente por Kahkonenn ef al, (1999) y Maishuhisakul
et al, 2008, quienes indican que los extractos pueden contener compuestos inactivos,

incluyendo azucares remanentes.
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Por el contrario, el contenido de polifenoles totales extraibles si se correlaciona con
actividad antioxidante, tal como lo han demostrado previamente por Velioglu et al, (1998),
Zheng y Wang, (2001); Llorach et al, (2002); Lee et al, (2003); Leontowicz et al, (2003);
Llorach et al, (2003); Llorach et al, (2004), Lapornik et al, (2005) Kim et al, 2008, entre

otros.

En base a los resultados expuestos en esta seccion, considerando el bajo contenido de
compuestos fenodlicos totales extraibles y la escasa capacidad antioxidante los extractos
obtenidos a partir de descartes de durazno, pera, pera tamizada, pera desplumada y
pimentdn, y de acuerdo al plan de trabajo original, se procede a seleccionar los residuos
de arandano azul, arandano rojo, frambuesa. Con estas tres materias primas, se procede
a estudiar el efecto de temperatura sobre las cinéticas de extraccion de antioxidantes

fendlicos.

5.2.2 Efecto de la temperatura sobre las cinéticas de extraccion de antioxidantes
fendlicos obtenidos a partir de residuos de arandano azul, arandano rojo y

frambuesa.

Como un paso necesario para entender el comportamiento antioxidante de los polifenoles
presentes en los residuos de arandano azul, arandano rojo y frambuesa, se desarrollan
cinéticas de extraccién convencional, utilizando metanol como solvente, empleando razén
solvente/residuo de 20:1 y una velocidad de agitacién de 150 rppm para tres temperaturas
diferentes (40, 50 y 60°C) donde cada punto significa una experiencia diferente y el valor
reportado es la media de tres experimentos. No se emplean temperaturas superiores para
evitar procedimientos de extraccion mas complejos que implicarian sistemas de
enfriamiento con el fin de evitar pérdidas de solvente por evaporacién y mantener la
calidad de los extractos. Los resultados presentados a continuaciéon corresponden a
solidos solubles recuperados, compuestos fenélicos totales extraibles y actividad

antioxidante evaluada por el método DPPH.

En las Figuras 5.6, 57 y 5.8 se presentan la recuperacion de soélidos solubles, el
contenido total de fenoles extraibles y la actividad antioxidante de los extractos
metandlicos obtenidos a temperaturas de 40°C, 50°C y 60°C desde residuos de arandano

azul, arandano rojo y frambuesa, respectivamente.
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Figura 5.6: Efecto de la temperatura sobre la cinética de extraccion de antioxidantes
fendlicos desde residuos de arandano azul
(a) Rendimiento de recuperacion de sélidos solubles (g extracto/100 g muestra); (b) Contenido
total de fenoles extraibles (mg &cido gélico/g muestra); (c) actividad antioxidante de los exiractos
medida por el método DPPH (mmol trolox/100 g muestra).
Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; metanol, razén L/S, 20:1; 150 rpm.
Resultados son expresados como Promediox D.E. (n=3)

Tal como se aprecia en la Figura 5.6, el rendimiento de extraccion de sélidos solubles
aumenta al incrementarse el tiempo de extraccién para las tres temperaturas empleadas
en este estudio. Los resultados demuestran que a mayor temperatura de extraccion
mayor es el contenido de compuestos fendélicos totales extraibles para cada uno de los
tiempos de extraccién analizados. A menores tiempos de extraccion se obtienen menores
valores de equivalentes trolox, es decir, los extractos obtenidos a tiempos cortos poseen
una menor capacidad antioxidante que aquellos obtenidos a tiempos de extracciéon mas

largos.
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Figura 5.7: Efecto de la temperatura sobre la cinética de extraccion de antioxidantes
fenodlicos desde residuos de arandano rojo
(a) Rendimiento de recuperacion de sélidos solubles (g extracto/100 g muestra); (b) Contenido
total de fenoles extraibles (mg &cido galico/g muestra); (c) actividad antioxidante de los extractos
medida por el método DPPH (mmol trolox/100 g muestra).
Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; metanol, razén L/S, 20:1; 150 rpm.
Resultados son expresados como Promediox D.E. (n=3)

La Figura 5.7 muestra el efecto el incremento en la recuperacién de polifenoles desde
residuos de arandano rojo que se produce al realizar la extraccién a una temperatura de
60°C. De igual modo, independiente del tiempo de extraccion, a temperatura de 60°C se
obtiene un mayor contenido fendlico y una superior capacidad antioxidante de los

extractos.
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Figura 5.7: Efecto de la temperatura sobre la cinética de extraccién de antioxidantes
fendlicos desde residuos de arandano rojo
(a) Rendimiento de recuperacioén de sélidos solubles (g extracto/100 g muestra); (b) Contenido
total de fenoles extraibles (mg écido gélico/g muestra); (c) actividad antioxidante de los extractos
medida por el método DPPH (mmol trolox/100 g muestra).

Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; metanol, razén L/S, 20:1; 150 rpm.
Resultados son expresados como Promediot D.E. (n=3)

La Figura 5.8, muestra que para el caso de la recuperacion de solidos solubles desde
residuos de frambuesa, se visualizan leves incrementos a menores tiempos de operacion
(hasta 12 horas) mientras que posteriormente, la extraccion se sitia en torno al 7 %. Se
observa, ademas, un incremento del contenido total de compuestos fendlicos extraibles
con el aumento del tiempo y la temperatura de extraccién y una mayor actividad
antioxidante para temperatura de 60°C a los mas largos tiempos de operacién de 12, 18,
24 y 36 horas.
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Lapornik et al, (2005) examinan el efecto del tiempo de extraccién en residuos de uva,
grosella roja y negra, comparan el contenido fendlico y la actividad antioxidante de los
extractos metandlicos al 70% obtenidos con estos residuos a tres diferentes tiempos y
determinan una tendencia al incremento en la extractibilidad de los polifenoles y una
mayor actividad antioxidante al aumentar el tiempo de extraccion desde 1 a 24 horas de
incubacion; el rendimiento de polifenoles de los extractos obtenidos con residuos de uva
es 6-7 veces superior al mayor tiempo ensayado. Spingo et al, (2007) estudian la
extraccion etanodlica de compuestos fendlicos desde descartes de uva mediante cinéticas
entre 1y 24 horas a temperaturas fijas de 45 y 60°C. Establecen que la extraccion es un
proceso lento con rendimientos superiores a 60°C y con aparente degradacion térmica

luego de 20 horas.

Tiempo y temperatura de extraccion son importantes parametros a optimizar para reducir
el costo energético del proceso extractivo. Diversos autores convienen en el hecho de que
un aumento en la temperatura de trabajo incrementa tanto la solubilidad del soluto como
el coeficiente de difusion, pero hasta sobre cierto valor critico ya que mas alla de él los
compuestos fenélicos pueden degradarse térmicamente (Pinelo et al, 2005; Yilmaz y
Toledo, 2006; Spingo et al, 2007). De acuerdo a Wettasinghe y Shahidi, (1999), altas
temperaturas pueden movilizar desde la matriz vegetal ciertos antioxidantes fenolicos y
promover la descomposicidn de otros compuestos que ya han sido movilizados a menores
temperaturas; sin embargo, la velocidad de extraccidén de antioxidantes térmicamente
estables a elevadas temperaturas es mayor que la velocidad de degradacion de
compuestos menos solubles. Por otro lado, un incremento en la temperatura podria
aumentar la velocidad de difusion de antioxidantes fendlicos y con ello disminuir los
tiempos extraccion (Cacace y Mazza, 2002). Datos contradictorios sobre el tiempo de
extraccion pueden encontrarse en la literatura mientras algunos autores obtienen buenos
resultados a tiempos cortos de contacto (Bonilla, et al, 1999; Pinelo et al., 2005; Yilmaz y
Toledo, (2006) y otros determinan que se requieren largos periodos de operacion
(Jayaprakasha et al, 2001; Lapomik et al, 2005).
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5.2.4 Efecto del pH en la extraccion convencional de residuos agroindustriales de

arandano azul, arandano rojo y frambuesa.

En esta actividad se desarrollan cinéticas de extracciéon convencional, utilizando agua
destilada y acidulada con una solucion de HCI 1 M a 60°C para una razén

solvente/residuo de 20:1 y una velocidad de agitacién de 150 rpm.

En las Figuras 5.9, 5.10 y 5.11 se presentan la recuperacion de s6lidos solubles, el

contenido total de fenoles extraibles y la actividad antioxidante de los extractos acuosos
obtenidos a pH 3, pH 4, pH 5 y pH 6 desde residuos de arandano azul, arandano rojo y

frambuesa, respectivamentes
(a)
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Figura 5.9: Efecto del pH sobre la cinética de extraccién de antioxidantes fenélicos desde
residuos de arandano azul
(a) Rendimiento de recuperacion de sélidos solubles (g extracto/100 g muestra); (b) Contenido
total de fenoles extraibles (mg 4cido gélico/g muestra); (c) actividad antioxidante de los extractos
medida por el método DPPH (mmol trolox/100 g muestra).
Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; metanol, razén L/S, 20:1; 150 rpm.
Resultados son expresados como Promediot D.E. (n=3)
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En la Figura 5.9 se observa que los rendimientos de recuperacion de sélidos solubles no

se ven notoriamente afectados por el cambio de pH de la solucién acuosa empleada para

la extraccién. Asimismo, la extractibilidad de los polifenoles contenidos no varia

considerablemente con el cambio de pH de la solucién acuosa empleada para la

extraccion. La actividad antioxidante medida por el método del DPPH se mantiene

relativamente estable a valores de pH entre 3 y 6.
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Figura 5.10: Efecto del pH sobre la cinética de extraccién de antioxidantes fenélicos desde
residuos de ardndano rojo
(a) Rendimiento de recuperacién de sélidos solubles (g extracto/100 g muestra); (b) Contenido
total de fenoles extraibles (mg acido galico/g muestra); (c) actividad antioxidante de los extractos
medida por el método DPPH (mmol trolox/100 g muestra).
Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; metanol, razén L/S, 20:1; 150 rpm.
Resultados son expresados como Promedio+ D.E. (n=3)
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En la Figura 5.10 se observa que los rendimientos de recuperacion de sélidos solubles no
se ven notoriamente afectados por el cambio de pH de la solucién acuosa empleada para
la extraccién. Asimismo, la extractibilidad de los polifenoles contenidos no varia
considerablemente con el cambio de pH de la solucién acuosa empleada para la
extraccion. La actividad antioxidante medida por el método del DPPH se mantiene

relativamente estable a valores de pH entre 3 y 6.
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Figura 5.11: Efecto del pH sobre la cinética de extraccién de antioxidantes fendlicos desde
residuos de frambuesa
(a) Rendimiento de recuperacién de sélidos solubles (g extracto/100 g muestra); (b) Contenido
fotal de fenoles extraibles (mg &cido gélico/g muestra); (c) actividad antioxidante de los extractos
medida por el método DPPH (mmol trolox/100 g muestra).
Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; metanol, razén L/S, 20:1; 150 rpm.
Resultados son expresados como Promediot D.E. (n=3)
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En la Figura 5.11 se observa que los rendimientos de recuperacion de sélidos solubles no
se ven notoriamente afectados por el cambio de pH de la solucién acuosa empleada para
la extraccion. Asimismo, la extractibilidad de los polifenoles contenidos no varia
considerablemente con el cambio de pH de la solucidon acuosa empleada para la
extraccion. La actividad antioxidante medida por el método del DPPH se mantiene

relativamente estable a valores de pH entre 3 y 6.

Los resultados indican que los antioxidantes fenélicos de los residuos de arandano azul,
arandano rojo, frambuesa son estables bajo las condiciones de pH estudiadas; el pH de la
solucién acuosa empleada en la extraccién no afecta significativamente los rendimientos
de recuperacion de compuestos fendlicos con actividad antioxidante en comparacion con
otros factores como temperatura, tiempo y razén solvente/residuo, posiblemente debido a
que a pH acidos se inhibe la oxidacién enzimatica de los polifenoles y/o bien se mantiene
la estabilidad de las antocianinas presentes en los extractos, tal como lo han referenciado
previamente Zhang et al, (2001) y Ruenroengklin ef al, (2008).

La mantencion de la extractibilidad en agua de los antioxidantes fendlicos obtenidos
desde los residuos de berries, en el rango de pH estudiado, resulta ventajosa para la
aplicacion de un tratamiento enzimatico que degrade los principales componentes de la
pared celular y facilite la liberacion de polifenoles al liquido extractante, pues la mayoria
de los biocatalizadores comerciales empleados en clarificacion de jugos exhiben gran
estabilidad en el rango de pH 3 a pH 6 y una actividad enzimatica 6ptima a pHs cercanos
a 4.5, considerando ademas, una posible aplicaciéon industrial es aconsejable trabajar a

pHs bajos para minimizar el riesgo de contaminacién microbiana.

5.2.5 Estudio de las interacciones entre parametros en la extraccion de
antioxidantes fenolicos

En general, la optimizacién de un proceso puede ser lograda a través de métodos
empiricos o estadisticos. El enfoque tradicional de un factor a un tiempo para optimizacion
de procesos requiere mucho tiempo. Ademas, las interacciones entre varios factores son
ignoradas, asumiendo que la variable respuesta es una funcion directa de un unico
parametro; sin embargo, la respuesta real de un proceso resulta de la influencia
interactiva de las distintas condiciones de operacion. A diferencia de la optimizacion
convencional, los procesos de optimizacion estadistica permiten evaluar diversos

parametros de proceso y sus interacciones sobre una variable respuesta.
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La metodologia de superficie respuesta se ha utilizado con éxito para modelar y optimizar
procesos de extraccién de compuestos fenélicos desde cascaras de maravilla (Gao y
Mazza, 1996), torta prensada de primula (Wettasinghe y Shahidi, 1999), antocianinas
desde grosella negra (Cacace y Mazza, 2003), bagazos de manzana y uva (Rubilar et al,
2003), residuos lignoceluldsicos de pino y cascaras de almendra (Pinelo et al, 2004), entre

otros.

Dado que factores como tipo de solvente, tiempo de extraccion, temperatura de extraccion
(Wettasinghe y Shahidi, 1999) y razén solvente/residuo (Cacace y Mazza, 2003), pueden
influir significativamente en la eficiencia de extraccion de antioxidantes fendlicos, se
evalua, a continuacion, el efecto de tales parametros sobre los rendimientos de sélidos
solubles, el contenido de fenoles totales extraibles y la actividad antioxidante de los
extractos obtenidos a partir de residuos de arandano azul, arandano rojo y frambuesa
mediante un disefio factorial 2° con repeticiones en el punto central, variando la
temperatura entre 40°C y 60°C, el tiempo de extracciéon entre 3 y 30 horas y la razén

solvente/residuo entre 10:1 y 20:1.

Se emplearon seis distintos sistemas extractores: acetato de etilo, etanol, metanol, agua,
asi como las mezclas etanol:agua (50:50% vH,ONEtOH) y metanol:agua (50:50%
vH,O/MeOH). Para ejemplificar, en la Figuras 5.12 a 5.14 se presentan los resultados
obtenidos con cada uno de los extractos de arandano azul, arandano rojo y frambuesa
utiizados en el disefio experimental, empleando la mezcla etanol:agua (50:50%
vH,ONEtOH), el sistema extractor que ofrece la mayor recuperacion de compuestos

fendlicos y la activiad antioxidante mas elevada.

En la Figura 5.12 se presentan los resultados obtenidos con cada uno de los extractos de
residuos de arandano azul en etanol:agua (50/50% v/v) utilizados en el disefio

experimental.
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Figura 5.12 :Superficies respuesta para los rendimientos de solidos solubles,
contenido de compuestos fendlicos totales extraibles y actividad antioxidante
de los extractos de residuos de arandano azul en etanol:agua (50:50% vH,O/vEtOH)
a cortos y largos tiempos de contacto.
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En la Figura 5.12, puede apreciarse que tanto la razon solvente/ residuo como la
temperatura y la interaccion entre ambas variables afectan el rendimiento de recuperacion
de solidos solubles de los extractos hidroetandlicos de residuos de arandano azul; las dos
variables principales anteriormente mencionadas ejercen la mayor influencia en la
recuperacion de compuestos fenolicos y en el caso de la actividad antioxidante de los
extractos hidroetandlicos de arandano azul, la razén solvente/ residuo es la variable de
mayor relevancia, la interaccion entre tiempo y temperatura provoca un efecto negativo en
la capacidad de captacion de radicales libres DPPH, mientras que la interaccion entre

tiempo y razén solvente/residuo provoca el efecto contrario.

Los residuos de arandano azul en la mezcla hidroetandlica presentan el mayor
rendimiento de recuperacion de solidos solubles en el punto del disefio en que se
emplean los valores altos de tiempo, temperatura y razédn solvente/residuo (7,3 g
extracto/100g muestra), mientras que a valores bajos de temperatura y razén residuo
solvente para tiempos de extraccion largos se obtiene el minimo de extraibles (4,8 g
extracto/100g muestra). En el caso del contenido de compuestos fendlicos totales, el
mayor rendimiento de recuperacién de polifenoles se consigue a valores altos de
temperatura y razén solvente/residuo para tiempos de extracciéon cortos (16,6 mg acido
galico/g muestra), mientras que a valores bajos de los tres parametros principales se
obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (10,3 mg &acido galico/g muestra). En
relacion a la actividad antioxidante, a valores altos de tiempo, y razdn solvente/residuo
para la menor temperatura de extraccion, se alcanza la mayor capacidad secuestradora
de radicales DPPH (11,7 mmol trolox/100g muestra); en cambio, la menor actividad
antioxidante se registra en el punto experimental donde los valores de temperatura y
razén solvente/residuo son bajos y el tiempo de extraccion es alto (4,4 mmol trolox/100g

muestra).
En la Figura 5.13 se presentan los resultados obtenidos con cada uno de los extractos de

residuos de arandano rojo en etanol:agua (50/50% v/iv) utilizados en el disefo

experimental.
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Actividad antioxidante medida por el método DPPH
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Figura 5.13 :Superficies respuesta para los rendimientos de solidos solubles,
contenido de compuestos fendlicos totales extraibles y actividad antioxidante
de los extractos de residuos de arandano rojo en etanol:agua (50:50% vH,ONEtOH)
a cortos y largos tiempos de contacto.
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En cuanto a las experiencias realizadas con la mezcla hidrometandlica sobre residuos de
arandano rojo, en la Figura 5.13, se observa que la recuperacion de soélidos solubles se
ve mayoritariamente afectada por la razén solvente/residuo, el tiempo ejerce un efecto
negativo en el proceso extractivo mientras que la temperatura lo favorece. En el contenido
total de compuestos fendlicos influyen positivamente la razén solvente/residuo y la
temperatura, el tiempo de incubacion perjudica la extractibilidad de los polifenoles. Para
el método del DPPH, la variable mas importante es la razén solvente/residuo.

La mayor recuperacion de sdélidos solubles desde residuos de arandano rojo extraidos
con la mezcla hidroetandlica (50:50% vH,O/NEtOH) se consigue a altos valores de
temperatura y razén solvente/residuo para tiempos de extraccion cortos (8,5 g
extracto/100g muestra), mientras que a valores bajos de razon solvente/residuo y
temperatura para tiempos de extraccion largos se obtiene el minimo de extraibles (5,4 g
extracto/100g muestra). EI mayor contenido de fenoles totales extraibles se logra a
valores altos de temperatura y razén solvente/residuo para tiempos de extraccion cortos
(16,5 mg acido galico/g muestra), mientras que a valores bajos de razén solvente/residuo
y temperatura para el tiempo de extraccion maximo se obtiene la menor extractibilidad de
polifenoles (9,8 mg acido galico/g muestra). A valores altos de temperatura y razén
solvente/residuo para tiempos de extraccion cortos, se alcanza la mayor capacidad
secuestradora de radicales DPPH (7.9 mmol trolox/100g muestra); en cambio, la menor
actividad antioxidante se registra cuando se aplican valores bajos de temperatura y razén

solvente/residuo para el mayor tiempo de extraccién (2,7 mmol trolox/100g muestra).

En la Figura 5.14 se presentan los resultados obtenidos con cada uno de los extractos de

residuos de frambuesa en etanol:agua (50/50% v/v) utilizados en el disefio experimental.
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Actividad antioxidante medida por el método DPPH
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Actividad antioxidante medida por el método FRAP
R=9.825+1.835t+1.232T+1.7985/R-0.0341T+0.425tS/R+0.232TS/R+0.160tTS/R

Figura 5.14:Superficies respuesta para los rendimientos de solidos solubles, contenido de
compuestos fendlicos totales extraibles y actividad antioxidante de los extractos de
residuos de frambuesa en etanol:agua (50:50% v/v) a cortos y largos tiempos de contaco

La Figura 5.14 muestra que el rendimiento de extraccion hidroetandlica de sélidos
solubles desde residuos de frambuesa se ve influenciado mayoritariamente por las tres
variables principales (temperatura, tiempo de extraccion y razéon solvente/residuo).
Asimismo, estos tres parametros afectan mayoritariamente la recuperacion de polifenoles
y la actividad antioxidante medida por los métodos ABTS y FRAP, mientras que la razén
residuo/solvente es el parametro mas importante en la capacidad antioxidante de los

extractos hidroetandlicos de residuos de frambuesa medida por el método DPPH.

La extraccion hidroetandlica de los residuos de frambuesa en la mezcla hidroetandlica
presentan el mayor rendimiento de recuperacion de soélidos solubles en el punto del
diseio en que se emplean los valores altos de tiempo, temperatura y razén
solvente/residuo (6,6 g extracto/100g muestra); por el contrario, a valores bajos de estos

tres parametros se obtiene el minimo de extraibles (2,6 g extracto/100g muestra).
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Lo mismo sucede con el contenido de compuestos fendlicos totales, el mayor rendimiento
de recuperacion de polifenoles se consigue a valores altos de tiempo, temperatura y razéon
solvente/residuo (19,5 mg acido galico/g muestra), mientras que a valores bajos de estos
tres parametros se obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (7,3 mg acido galico/g
muestra). A valores altos de temperatura y razén solvente/residuo para tiempos de
operacion cortos se alcanza la mayor capacidad secuestradora de radicales DPPH en los
extractos hidroalcohdlicos obtenidos a partir de residuos de frambuesa (16,5 mmol
trolox/100g muestra); en cambio, la menor capacidad secuestradora de radicales DPPH
se registra a valores bajos de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo (4,0 mmol
trolox/100g muestra). La mayor actividad antioxidante de los extractos hidroetanolicos
obtenidos desde residuos de frambuesa medida por el método ABTS se registra bajo
condiciones maximas de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo (40,6 mmol
trolox/100g muestra); por el contrario, a valores bajos de estos tres parametros se
obtiene la menor capacidad secuestradora de radicales ABTS (5,5 mmol trolox/100g
muestra). Lo mismo sucede con la actividad antioxidante medida por el método FRAP, la
mayor capacidad reductora del ié6n férrico se consigue a valores altos de los tres
parametros principales en estudio (15,5 mmol ascorbico/100g muestra), mientras que a
valores bajos de los mismos se obtiene el menor efecto reductor (5,0 mmol
ascorbico/100g muestra).

La actividad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de residuos de frambuesa, es
evaluada por tres métodos diferentes, pues se sabe que los antioxidantes fendlicos
pueden actuar por multiples mecanismos, dependiendo del sistema de reaccion o de la
fuente radicalaria u oxidante (Prior et al, 2005). Los resultados son expresados en
equivalentes Trolox (TEAC) y equivalentes de acido ascérbico (AEAC). De esta manera,
altos valores TEAC y/o AEAC representan una actividad antioxidante superior; indicando
respectivamente, mayor capacidad para captar radicales libres mediante transferencia de

hidrégeno, y/o para reducir Fe*" a Fe?".

Todos los extractos de resiudos de frambuesa obtenidos presentan mayores valores de
equivalentes de trolox con la técnica ABTS en comparacion a los obtenidos empleando el
método DPPH, debido a la menor selectividad del ABTS ™, que reacciona con cualquier
compuesto aromatico hidroxilado, independientemente de su potencial antioxidante real
(Roginsky et al, 2005).
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Por otro lado, si la capacidad antioxidante de los extractos se debe a la presencia de
acidos fendlicos, flavonoides u otro tipo de polifenoles, se debe tener en cuenta que el
DPPH es mas selectivo que el ABTS™, que a diferencia de este ultimo, no reacciona con
los flavonoides carentes de grupos hidroxilo en el anillo B, ni con acidos aromaticos que
contengan un solo grupo hidroxilo (Roginsky et al, 2005). Este hecho explica los valores
TEAC inferiores en el método DPPH con respecto al ABTS.

Como se aprecia en la Tabla 5.2, el tipo de solvente es quizas el factor mas influyente en
la extraccion de antioxidantes fenolicos.

Tabla 5.2 Resumen de los valores de la funcién objetiva en las condiciones del punto
central de los modelos de superficie respuesta para la extraccion de antioxidantes fenélicos
desde residuos de arandano azul, arandano rojo y frambuesa

Agua | Etanol | Etanol:Agua | Metanol | Metanol:Agua | Acetato de etilo
Solvente (50:50% viv) (50:50% viv)
Residuo
S8 43 42 59 6,1 44 22
Arandanoazul | FTE 26 47 13,2 125 10,3 07
DPPH | 04 1,2 6,0 42 44 01
SS 47 6,7 65 83 57 3,8
Arandano rojo FTE 29 52 12,5 94 11 25
DPPH | 04 1,0 47 24 4.8 0,7
SS 24 49 4.4 54 40 35
Frairibiosa FTE 28 9.0 14,2 147 127 1,6
DPPH | 13 6,8 10,1 10,4 8,1 0,4
ABTS | 41 12,8 255 227 232 1.8
FRAP | 22 o1 9,8 96 6.4 0,9

Para los tres residuos estudiados, el solvente menos polar (acetato de etilo) extrae muy
poca cantidad de compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes, lo que indica una
baja solubilidad de los constituyentes bioactivos en este sistema extractor; sin embargo
este solvente ofrece buenos resultados en la extraccién de polifenoles desde pepitas de
uva, ya que es capaz de extraer selectivamente taninos condensados (Pekic et al, 1998).
Los desfavorables resultados obtenidos con este solvente en residuos de arandano azul,
arandano rojo y frambuesa indicarian que otro tipo de compuestos son responsables de la
actividad antioxidante de sus extractos, ello es consistente con el elevado contenido de
antocianidinas y otros flavonoides como kaempferol y quercetina o fenoles simples
como los acidos p-cumarico, caféico y ferulico (acidos hidroxicinnamicos) y &cido
ferulico, p-hidroxibenzéico, galico y elagico (acidos hidroxibenzoicos ), presentes en la
familia de los berries (Hakkinen et al, 1999).
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Un mayor contenido de fenoles totales extraibles y una actividad antioxidante mas
elevada se obtiene con los extractos alcohdlicos e hidroalcohdlicos en comparaciéon con
los extractos acuosos, consistentemente con lo reportado previamente por Nepote et al,
(2005) para pieles de mani. Ello puede atribuirse a que estos solventes son menos
polares que el agua y por tanto son mas eficientes en la liberacion de los polifenoles
desde los materiales vegetales luego de la degradacion de las membranas celulares de
las semillas, que tienen caracter apolar (Lapomnik et al, 2005). Otra razén de la menor
efectividad de los extractos acuosos en relacién a los alcohélicos puede ser la presencia
de microorganismos porque el agua es un mejor medio para su existencia en relacion
etanol y metanol, pero segun la literatura (Nychas, 1995; Rahua et al, 2000; Abdalla et al,
2007) los compuestos fenodlicos tienen efecto antimicrobiano, asi que esta nocién es
menos probable. Una explicacion mas uatil para la menor efectividad de los extractos
acuosos en relacion a los alcohdlicos se atribuye a la enzima polifenoloxidasa, que
degrada polifenoles en extractos acuosos, mientras que en metanol y etanol se inactiva
(Zhang et al, 2001).

Interesantemente, la mezcla etanol:agua (50/50%v/v) ha revelado ser mas eficiente como
sistema extractivo que el propio solvente; este mismo efecto fue reportado por
previamente por Pinelo et al, (2005) y Yilmaz y Toledo, (2006). De hecho, etanol es un
solvente polar capaz de extraer flavonoides y sus glicésidos desde materiales vegetales
(Bazykina et al, 2002), pero la solubilidad de estos compuestos puede ser incrementada

usando la mezcla hidroalcohdlica.

El efecto de la razén solvente/muestra ha sido investigado por autores como Herodez et
al, (2003); Cacace y Mazza, (2003); Pinelo et al, (2005) y, consistentemente con lo aqui
obtenido e independiente del solvente usado, mientras mayor es la razén solvente/residuo
mayor es la difusividad de los compuestos fendlicos desde la matriz vegetal hacia el seno
de la solucién, de acuerdo a principios de transferencia de masa.
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5.3 Tratamiento enzimatico durante la extraccion de antioxidantes fenodlicos desde
residuos de frambuesa.

Se examina el efecto de un tratamiento enzimatico aplicado durante la extraccion de
antioxidantes fendlicos desde residuos de frambuesa como un proceso alternativo a la
extraccion convencional liquido/sélido. Con el proposito de incrementar la recuperacion de
polifenoles, diferentes parametros como tipo de biocatalizador, temperatura de extraccion,
concentracion de la enzima, concentracion de etanol en la mezcla de extraccion y tiempo
de extraccion son estudiados y comparados con controles sin adicién de enzimas.

5.3.1 Pre-seleccion de biocatalizadores comerciales para la extraccion de

antioxidantes fenolicos asistida con enzimas desde residuos de frambuesa

Se evaltan 12 formulaciones comerciales que poseen una combinaciéon de actividades
enzimaticas que permiten la degradaciéon de las paredes celulares vegetales. Las
experiencias se realizan con una mezcla hidroetanélica en proporcion (75/25 % vH;O/
EtOH) a un tiempo, temperatura, agitacién razén liquido/sélido y razén enzima/sustrato
E/S fijos, correspondientes a 18 horas, 50°C, 150 rpm, 20:1 y 10%, respectivamente. Los

resultados obtenidos son presentados en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3: Recuperacién enzimaticamente asistida de extractos fenélicos con propiedades
antioxidantes desde residuos de frambuesa

Formulacion Sélidos Compuestos Actividad Actividad Actividad
Enzimatica Solubles Fenolicos Antioxidante Antioxidante Antioxidante
g extracto/ mg acido DPPH ABTS FRAP
100g muestra ‘ galicolg mmol trolox/ | mmol trolox/ mmol
muestra 100g muestra | 100g muestra ascorbico/
| 100g muestra
CNE 386+014 | 1135+0,27 3,76+0,11 13,73+0,27 5314023
Cellubrix 947 +0,70 | 975+0,39 3,34+0,03 13,02 +1,12 434 +£0,20
Granozyme 541+024 | 959016 348 +0,02 12,14 £+ 0,51 4,89 + 045
Grindamyl CA 150 5,97+ 0,05 15,79 £ 0,43 5,88 + 0,39 15,95 + 081 6,96 +0,16
Maxoliva 8,56 +0,24 15,40 + 0,91 5,70 £0,47 15,02 £1.77 7,06 +£0,48
Olivex 7,81+0,51 11,10 £+ 0,36 3,74 +012 13,86 + 0,61 510+0,22
Pectinex Ultra SPL 7,89 +0,11 11,09+06 371+025 13,63 £0,09 5,09 +£0,03
Rohapect10L 544 +0,24 10,48 +0,84 407 +0,19 13,28 + 041 541+027
Rohapect DA6L 6,09 +0,50 10,70 +0,29 3741010 12,7979 491+0,30
Rohapect Max 558 +0,32 12,17 £0,31 402+0,11 14,36 £ 0,14 536 +0,04
Rohavin 417 £0,32 11,06 £0,09 3,67 £0,02 13,81 £0,20 535+043
Ultrazym 100G 12,19+ 0,60 10,21 £ 0,19 379+0,14 13,76 £ 0,24 540 +028
Viscozym 77+017 10,11+ 0,18 344+012 13,73 £0,47 479+0,19
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La Tabla 5.3 muestra que todos los biocatalizadores evaluados incrementan los
rendimientos de extraccion de sélidos solubles con respecto al control no enzimatico;
dicho incremento puede explicarse en términos de la capacidad hidrolitica de las enzimas
para degradar los principales componentes de la pared celular, liberando aztcares desde
macromoléculas como celulosa, hemicelulosa, pectina. Un comportamiento similar ha sido
referenciado previamente por Barzana et al, (2002) para la extraccion de carotenoides a

partir de las flores de Tagetes erecta.

Bajo las condiciones experimentales aplicadas en este estudio, tanto la celulasa Cellubrix
como la xilanasa Granozyme, disminuyen el contenido de compuestos fendlicos totales
extraidos desde residuos de frambuesa, posiblemente debido a que en su formulacion
contienen como actividades secundarias B-glucosidasas o B-galactosidasas, las cuales
pueden causar la hidrélisis de antocianos desde jugos de arandano, tal como lo
demuestran Versari et al, 1997, quienes determinan que el uso de pectinasas comerciales
modifica la composicion fendlica de jugos de berries, disminuyendo el contenido de
antocianinas en un 20 % cuando las pectinasas comerciales Pectinex BE, Rohapect B1L,
Rohament MAX, Pectinex 3XL fueron usadas durante 6 horas, confirmando la presencia
de actividad B-glucosidasa en sus formulaciones. Celluclast, una formulacién similar a
Cellubrix, no fue capaz de degradar los polisacaridos de la pared celular de pomasa de

uva para facilitar la liberacion de fenoles (Meyer et al, 1998b).

En cuanto al efecto de enzimas sobre el contenido de compuestos fendlicos, en procesos
de extraccion de aceite, Garcia et al, (2001) reporta que al aplicar las formulaciones
Olivex, Novoferm 12 y Glucanexm durante la malaxacion de las olivas previo a la
extraccion de su aceite es posible observar un leve incremento en los compuestos
fenélicos, como acido vainillinico, vainillina, pinoresinol y luteolina, presentes en el aceite.
Sin embargo, Olivex no exhibié ventajas comparativas con respecto al control no
enzimatico. Ultrazym 100G es una preparacion con actividad pectinasa altamente
concentrada, que presenta actividades secundarias de hemicelulasas y celulasas. Aunque
Ultrazym 100G es altamente efectiva en la despectinizacion de jugos de uva y vinos y ha
demostrado incrementar el contenido total de compuestos fendlicos desde harinas
residuales provenientes de la extracciéon de aceite de primula (Collao et al, 2007), ésta no

favorece la extraccion de compuestos fenélicos desde residuos de frambuesa.
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Andreasen et al, (1999) estudian la liberacion de &cidos hidroxicinamicos y de acidos
hidroxibenzodicos de granos de centeno (Secale cereale L) pre-tratados con cuatro
diferentes enzimas comerciales (Macer8 FJ, Grindamyl, Rapidase Be Super y Viscozym),
cada una ellas poseen diferentes actividades enzimaticas que permiten degradar las
paredes celulares de vegetales. Concluyen que todos esos tratamientos enzimaticos
incrementan significativamente la extraccion de los acidos hidroxicinamicos desde granos
de centeno con respecto tanto a controles no enzimaticos como a tratamientos con NaOH.
También encuentran que no hay diferencias significativas entre los efectos de la
aplicacién de Macer8 FJ, Grindamyl y Rapidase Be Super, pero que Viscozym libera
menos acido ferulico que las otras enzimas. Viscozym, una preparacion enzimatica que
contiene multiples actividades hidroliticas tales como arabanasa, celulasa, B-glucanasa,
hemicelulasa y xilanasa, entre otras, no resulta efectiva en la recuperaciéon de polifenoles
a partir de pomasa de frambuesa. Tampoco ofrecen ventajas en cuanto a la extractibiliad
de polifenoles las pectinasas Rohapect, 10L, Rohapect DA6L y Rohapect Max, usadas
principalmente en la despectinacion de jugos de manzana, frutos citricos como arandano
o grosella negra o de uvas ni Rohavin, una mezcla de pectinasa y celulasa especialmente
atil para macerar uvas destinadas a elaboracion de vinos, todas ellas provistas por AB

enzymes.

Es bien sabido que en la pared celular vegetal, la lignina y la celulosa se combinan para
producir un material muy resistente a la degradaciéon quimica y biolégica. Aun mas, la
presencia de lignina fortalece los enlaces de hidrégeno en la red celulosa-hemicelulosa y
la celulosa por si sola es una estructura cristalina altamente ordenada, que puede ser

resistente a la degradaciéon enzimatica (Brett y Waldron, 1996).

Considerando el elevado porcentaje de lignina en los residuos de frambuesa (63%), otro
de los factores que podrian explicar la baja efectividad de los biocatalizadores
anteriormente mencionados sobre la extraccion de antioxidantes fendlicos es el
impedimento que puede provocar la presencia de lignina a la accesibilidad de dichas
enzimas hidroliticas y a las absorciones no productivas de las enzimas con la lignina u
otros polisacaridos de la matriz de la pared celular, que retardan la hidrélisis enzimatica

de las paredes celulares, tal como es reportado por Meyer et al, (1998b).
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Se ha demostrado que Grindamyl es una eficiente pectinasa en la liberacion de acido
ferulico libre y esterificado desde pulpa de betarraga (Micard et al, 1994), en la liberacion
de compuestos fendlicos desde orujo de uva (Meyer et al, 1998b) y la recuperacion de
antocianinas desde extracto de grosella negra (Lanbdo y Meyer, 2001); por esta razén fue
incluida en este trabajo. De acuerdo a su proveedor, Grindamyl contiene actividades
pectinoliticas, pero también exhibe actividades celuloliticas y hemiceluloliticas, una
combinacion adecuada para extraer polifenoles desde residuos de frambuesa.
Presumiblemente, estas dos pectinasas son capaces de degradar los principales
polisacaridos de la pared celular que retienen los compuestos fenélicos en la compleja red
matriz vegetal mediante enlaces de hidrégenos o hidrofébicos. Otro mecanismo puede ser
la ruptura de los enlaces éter y/o éster entre fenoles y polisacaridos de la pared celular
(Pinelo et al, 2007).

En concordancia con lo obtenido para recuperacién de compuestos fenodlicos desde
residuos de frambuesa, sélo con los biocatalizadores Grindamyl y Maxoliva se produce un
incremento de la actividad antioxidante, medida por los métodos del DPPH, ABTS y
FRAP.

De acuerdo a los resultados anteriormente vistos, se seleccionan para el subsiguiente
estudio del efecto de la temperatura sobre la extraccion enzimaticamente asistida de
antioxidantes fendlicos a partir de residuos de frambuesa las dos formulaciones
comerciales con los mayores incrementos en la recuperacion de antioxidantes fendlicos,
Grindamyl CA 150 de Danisco y Maxoliva de DSM, asi como una mezcla de ambas en

igual proporcion.

5.3.2 Efecto de la temperatura sobre la extraccion de antioxidantes fendlicos

asistida con enzimas a partir de residuos de frambuesa.

La temperatura es un pardmetro provoca efectos contrapuestos sobre los
biocatalizadores, uno de reactividad y uno de inactivacién térmica (lllanes, 1999).En
concordancia con ello, un incremento de temperatura de 40°C a 50°C mejora tanto la
extractibiliad de los polifenoles como su actividad antioxidante, evaluada por tres

diferentes métodos.



Sin embargo, un incremento en la temperatura de 50°C a 60°C disminuye el rendimiento
de sélidos solubles, el contenido de polifenoles y el poder antioxidante evaluado por tres
diferentes métodos, evidenciando una posible inactivacion térmica de las enzimas a 60°C,
ya que el control no enzimatico a 60°C es mayor que a 50°C, en todos los analisis. Lo

anterior se ilustra en la Figura 5.12.
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Figura 5.15: Efecto de la temperatura en el fratamiento enzimatico durante el proceso de
extraccion hidroalcohélica (75%/25% V nx/Veion) desde residuos de frambuesa.
Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; razén E/S, 10%, razén L/S, 20:1; 18 horas.
Resultados son expresados como Promediox D.E. (n=3)
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En la Figura N°5.15 se aprecia que los dos biocatalizadores comerciales evaluados asi
como su mezcla en igual proporcion, aplicados a una razén enzima/sustrato de 10 %,
incrementan el contenido de sélidos solubles con respecto a controles no enzimaticos,
independiente de la temperatura de trabajo; este incremento puede ser explicado en
términos de la capacidad hidrolitica de las enzimas para degradar los principales
componentes de la pared cerlular vegetal, liberando azicares desde macromoléculas

como celulosa, hemicelulosa y lignina (Meyer et al, 1998).

Con un tratamiento enzimatico a 50°C, se consigue un aumento en el contenido fendlico
superior al 35% (de 11.3 a 15.8 mg acido gdlico/g muestra seca). La capacidad
antioxidante de los extractos obtenidos de muestras tratadas con enzimas, en
comparacion con los extractos no enzimaticos, aumenta alrededor de 50% (de 3.8 a 5.9
mmol trolox/100g muestra seca), cerca de 15% (de 13.8 to 16.1 mmol trolox/100g
muestra seca) y aproximadamente 30% (de 5.4 to 7.0 mmol &cido ascorbico/100g
muestra seca) para los métodos DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente. Cabe destacar
que no existen diferencias significativas en la aplicaciéon de las dos pectinasas

comerciales ni efecto sinérgico entre ellas en ninguno de los ensayos realizados.
La Figura 5.16 muestra el efecto de la temperatura en la recuperacion hidroetandlica

(50/50% vH,0/VEtOH) asistida con enzimas de antioxidantes fendlicos desde residuos de

frambuesa.
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Figura 5.16: Efecto de la temperatura en el fratamiento enzimatico durante el proceso de
extraccion hidroalcohdélica (50/50% vH,0/VEtOH) desde residuos de frambuesa.
Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; razén E/S, 10%, razén L/S, 20:1; 18 horas.
Resultados son expresados como Promediot D.E. (n=3)

Como es posible apreciar en la Figura 5.16, la recuperacion de compuestos fendlicos de
los controles no enzimaticos aumenta con la temperatura y con la concentraciéon de etanol
solucion hidroalcohdlica (50/50% vH.0/vEtOH), coincidentemente con lo reportado por Li
et al, (2006a) para residuos de citricos. A igual concentracion de agua y etanol en la
mezcla extractora no es posible observar el efecto del tratamiento enzimatico sobre la

recuperacion de antioxidantes fendlicos.
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Becerra y Dias, (2005) indican que cuando la concentraciéon de etanol se incrementa, la
enzima se denatura y que etanol interfiere en la adsorciéon de la enzima sobre celulosa y
ademas de modificar el efecto cooperativo entre celobiohidrolasas y endoglucanasas, con

lo cual se puede explicar el comportamiento observado en la Figura 5.13.

La Figura 5.17 muestra el efecto de la temperatura en la recuperacion hidroetandlica

(25/75% vH,0NEtOH) asistida con enzimas de antioxidantes fenélicos desde residuos de

frambuesa
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Figura 5.17: Efecto de la temperatura en el tratamiento enzimatico durante el proceso de
extraccion hidroalcohélica (25%/75% Vi20/Veion) desde residuos de frambuesa.
Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; razén E/S, 10%, razén L/S, 20:1; 18 horas.
Resultados son expresados como Promediot D.E. (n=3)
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Al igual que lo observado en la Figura 5.16, la Figura 5.17 muestra que al emplear una

solucién hidroalcohdlica (25/75% vH,0/NVEtOH), el efecto del tratamiento enzimatico en la

extraccion no puede ser distinguido del comportamiento de los extractos obtenidos con

dicha mezcla, sugiriendo que la enzima es inactiva en ese medio y que el comportamiento

se debe exclusivamente al sistema extractor empleado.

La Figura 5.18 muestra el efecto de la temperatura en l|a recuperacién etandlica asistida

con enzimas de antioxidantes fendlicos desde residuos de frambuesa.
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Figura 5.18 Efecto de la temperatura en el fratamiento enzimatico durante el proceso de
extraccion etandlica desde residuos de frambuesa.

Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; razén E/S, 10%, razén L/S, 20:1; 18 horas.
Resultados son expresados como Promedio + D.E. (n=3)
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La Figura 5.18 muestra la inhibiciéon de los extractos etandlicos sobre la accion de los
biocatalizadores evaluados. De acuerdo a Zabala et al, (2008), el etanol es un inhibidor
competitivo que puede ocupar todos los sitios activos de la enzima, provocandose asi un

blogueo de la actividad enzimatica.

La Figura 5.19 muestra el efecto de la temperatura en la recuperacién acuosa de
antioxidantes fenodlicos asistida con enzimas desde residuos de frambuesa
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Figura 5.19: Efecto de la temperatura en el fratamiento enzimatico durante el proceso de
extraccion acuosa de antioxidantes fenélicos desde residuos de frambuesa.
Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; razén E/S, 10%; razén L/S, 20:1; 18 horas.
Resultados son expresados como Promediox D.E. (n=3)
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En la Figura 5.19 se aprecia que los dos preparados enzimaticos comerciales evaluados
asi como su mezcla en igual proporcion, aplicados a una razén enzima/sustrato de 10%,
incrementan el contenido de solidos solubles con respecto a controles no enzimaticos,
independiente de la temperatura de trabajo, tal como sucede en la extraccion
hidroalcohélica (75/25% vH,0WEtOH).

Con un tratamiento enzimatico a 50°C, se consigue un aumento en el contenido fendlico
superior al 25% (de 4,2 a 5,4 mg acido galico/g muestra seca). La capacidad antioxidante
de los extractos obtenidos de muestras tratadas con enzimas, en comparaciéon con los
extractos no enzimaticos, aumenta alrededor de 40% (de 1,7 a 2,4 mmol trolox/100g
muestra seca), cerca de 80% (de 5,8 to 10,5 mmol trolox/100g muestra seca) y
aproximadamente 38% (de 2,4 to 3,3 mmol acido ascérbico/100g muestra seca) para los
métodos DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente.

Es importante hacer notar que el preparado comercial Grindamyl CA 150 es ligeramente
mas efectivo que la enzima Maxoliva y que no se aprecia un efecto sinérgico entre ambos

en ninguno de los ensayos realizados.

La aplicacion de pectinasas comerciales a una temperatura de trabajo de 50°C,
incrementa el contenido de sustancias fendlicas en los extractos acuosos de frambuesa.
Segun Ortega-Regules et al, (2006), este hecho puede ser explicado por la liberacion de
las antocianinas desde las vacuolas en que se encuentran contenidas luego de la
degradadacion de la pared celular vegetal. También es posible que los polifenoles que
estan atrapados en la matriz de la pared celular sean liberados después de su

degradacion (Bagger-Jorgensen y Meyer, 2004).

A continuacion se realiza una evaluacion del efecto de la concentracion de enzima para
los dos sistemas extractores que permiten una recuperacion de antioxidantes fendlicos
mas potentes que los obtenidos mediante extraccién convencional sélido/liquido (mezcla
hidroetandlica 75/25% vH,0/VEtOH y agua destilada). Se analiza un rango de razén
enzima/sustrato entre 0,75 y 10 %, manteniendo fijos el tiempo de reaccién en 18 horas,
la temperatura en 50°C, la agitacion 150 rpm y la razén S/R de 20:1, con la enzima
Grindamyl CA 150



5.3.3.1 Efecto de la concentracion de enzima en el tratamiento enzimatico durante la
extraccion hidroetandlica (75/25% vH,0/vEtOH) de antioxidantes fendlicos a partir de
residuos de frambuesa
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Figura N° 5.20: Efecto de la concentraciéon de Enzima en la extraccion hidroalcohdlica

(75/25% vH,0/VEtOH) de antioxidantes fenélicos desde residuos de frambuesa.
Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; razon S/R, 20:1; 50°C, 18 horas.
Resultados son expresados como Promedio + D.E. (n=3)

130



Tal como puede apreciarse en la Figura 5.20, los rendimientos de extraccion de soélidos
solubles se incrementan desde un 27 % hasta un 82 %, al aumentar la concentracion del
biocatalizador. El contenido fenoles totales s6lo se ve modificado a altas concentraciones
de enzima, con incrementos del 8 % y 23 %, para razones E/S de 5 y 10,
respectivamente. Similarmente, la actividad antioxidante de los extractos evaluada por el
método FRAP, presenta aumentos de 6 % y 42 % para concentraciones de 5 y 10 %,
respectivamente, mientras que para las otras concentraciones ensayadas permanece sin
variaciéon; lo mismo sucede en el caso de la actividad antioxidante de los extractos
evaluada por el método DPPH, inalterable a bajas razones E/S y con alzas de 7y 18 % a
razones E/S de 5 y 10, respectivamente. La actividad antioxidante determinada por el
método ABTS se acrecienta, con respecto al control no enzimatico, para todas las
razones E/S analizadas, desde un 30 % cuando la concentracién de Grindamyl es un

0,75%, hasta un 80% de incremento cuando la concentracion de Grindamyl es un 10%.



5.3.3.2 Efecto de la concentracion de enzima en el tratamiento enzimatico durante la

extraccion acuosa de antioxidantes fendlicos a partir de residuos de frambuesa
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Figura 5.21: Efecto de la concentracion de enzima en la extraccion acuosa de antioxidantes
fendlicos desde residuos de frambuesa.
Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; razén S/R, 20:1; 50°C, 18 horas.
Resultados son expresados como Promedio + D.E. (n=3)
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Tal como puede verse en la Figura 5.21, el contenido de solidos solubles se incrementa
desde un 15 % hasta un 172 %, al aumentar la concentraciéon del biocatalizador. Los
fenoles totales sélo se ven modificados a altas concentraciones de enzima, con
incrementos del 11 % y 25 %, para razones E/S de 5 % y 10 %, respectivamente.
Similarmente, la actividad antioxidante de los extractos acuosos evaluada por el método
FRAP, presenta aumentos de 20 % y 38% para concentraciones de 5 % y 10%,
respectivamente, mientras que para las otras concentraciones ensayadas permanece sin
variacion; lo mismo sucede con la actividad antioxidante evaluada por el método DPPH,
con alzas de 18 % y 36 % a razones E/S de 5 % y 10 %, respectivamente. La actividad
antioxidante determinada por el método ABTS se acrecienta, con respecto al control no
enzimatico, para todas las razones E/S analizadas, desde un 13 % cuando la
concentracion de Grindamyl es un 0,75 %, hasta un 103 % de incremento cuando la

concentracion de Grindamyl es un 10%.

Una concentracion enzimatica de 5% se selecciona para estudios posteriores.
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5.3.4 Efecto del tiempo de incubacion en la extraccion acuosa de antioxidantes
fenodlicos asistida con enzimas desde residuos de frambuesa
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Figura 5.22. Efecto del tiempo de incubacién en la extraccién acuosa de antioxidantes
fendlicos asistida con enzimas desde residuos de frambuesa.
(a)Rendimiento de recuperacion de sélidos solubles; (b) Contenido total de fenoles extraibles;(c)
Actividad antioxidante medida por el método DPPH; (d) Actividad antioxidante medida por el
método ABTS;(e) Actividad antioxidante medida por el método FRAP
Condiciones: muestra seca y desgrasada, 1 g; razén E/S 5%, razén L/S, 20:1; 50°C.
Resultados son expresados como Promedio = D.E. (n=3)
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La Figura 5.22 ilustra la recuperacion de antioxidantes fendlicos desde residuos de
frambuesa durante la extraccién acuosa asistida enzimaticamente, empleando Grindamyl
al 5 %, para diferentes tiempos de extraccién. Tal como puede apreciarse, los sdlidos
solubles aumentan a lo menos dos veces, en relacion al control no enzimatico, para cada
uno de los tiempos analizados. El contenido de fenoles totales se incrementa con el
tratamiento enzimatico a partir de las seis horas, ya que tiempos menores de incubacion
no ofrecen ventajas respecto a la extraccion acuosa; la mayor diferencia entre ambos
sistemas se obtiene a las 6 horas de incubacion (42 %), sobre ese tiempo, la recuperacion
de polifenoles se mantiene invariante y con incrementos sostenidos de 10% con respecto
al contenido de polifenoles presentes en los extractos no tratados; pese a que la

extraccion convencional se ve favorecida con el tiempo de extraccion.

Vale la pena destacar que la extraccién convencional durante 24 horas no supera los
resultados obtenidos a las 6 horas de tratamiento enzimatico y, por tanto, la extraccion
acuosa asistida enzimaticamente mejora la eficiencia de extraccion por sobre la
extraccion acuosa. Esto Gltimo es coincidente con lo reportado por Li et al, (2006b),
quienes determinan que la maxima recuperacion de polifenoles desde cascaras de limoén,
usando Celluzyme MX a una concentracion del 1,5 % p/p se produce a las seis horas de
tratamiento y que sobre ese periodo pequefias diferencias en la recuperacion son

observadas.

Grindamyl produce un importante incremento de la actividad antioxidante evaluada por los
ABTS, DPPH y FRAP, con mejoras en comparacién al control sin enzimas de 34, 30 y

36%, respectivamente.

Es importante hacer notar que el comportamiento de las muestras no tratadas
enzimaticamente, donde un incremento del tiempo de incubacion mejora la extractibiliad
de los compuestos fendélicos con propiedades antioxidantes se puede explicar teniendo en
cuenta que los compuestos fendlicos poliméricos son mas activos que los monoméricos
debido a la presencia de un mayor nimero de grupos hidroxilo; los compuestos
monoméricos serian los mas facilmente extraibles mientras con el aumento del tiempo de
extraccion se esta favoreciendo la extraccion de los compuestos de mayor peso

molecular.
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En general, comparada con la extraccion por solvente, el contenido de compuestos
fendlicos totales extraibles y la actividad antioxidante de los extractos crudos resultantes
de la extraccion acuosa asistida por enzimas es mas baja que la extraccion
hidroalcohdlica; sin embargo, este método presenta algunas ventajas operacionales a
considerar en cuanto a su factibilidad tecnoldogica para extraer polifenoles desde

materiales residuales vegetales.

5.3.5 Estudio de las interacciones entre parametros en la extraccion acuosa
enzimaticamente asistida de antioxidantes fendlicos desde residuos de frambuesa

En esta actividad se evalia el efecto de las interacciones entre parametros en la
extraccién acuosa enzimaticamente asistida de antioxidantes fendlicos desde residuos de
frambuesa en base a un disefio factorial 2° con repeticiones en el punto central. El
proceso extractivo se realiza en discontinuo a 150 rpm de agitacion y una razoén
agua/residuo de 20. La temperatura se varia entre 40 y 60°C, los tiempos de extraccion
entre 4.5y 7.5 horas y la razén enzima/residuo entre 2,5y 7,5%.

En la Figura 5.23 se presentan los resultados obtenidos con cada uno de los extractos
acuosos enzimaticamente tratados obtenidos a partir de residuos de frambuesa utilizados

en el disefio experimental.
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mg galico/g muestra

Contenido de compuestos fenélicos totales extraibles
R=3,87+0,19t+0,74T+0,13E/S+0.04tT-0,07tE/S-0,03TE/S-0,06tTE/S

tiempo: 4.5 horas tiempo: 7.5 horas

Razoén E/S

mmol trolox/100g muestra

Actividad antioxidante medida por el método DPPH
R=1,81+0,10t+0,20T+0,02E/S+0,01tT-0,01tE/S-0,01 TE/S+0,08tTE/S

tiempo: 4.5 horas Hempa: X haras

mmol trolox/100g muestra

Actividad antioxidante medida por el método ABTS
R=7.508+0.155t+1.277T+0.773E/S+0.094tT-0.058tE/S-0.071TE/S+0.353tTE/S
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tiempo: 4.5 horas tiempo: 7.5 horas

14.0 14.0

12.0 12.0

10.0 10.0

8.0 8.0

6.0 6.0
Y psips 20

mmol ascérbico/100g muestra
mmolascérbico/100g muestra

Actividad antioxidante medida por el método FRAP
R=2.501+0.190t+0.320T-0.003E/S+0.002tT+0.038tE/S+0.025TE/S+0.039tTE/S

Figura 5.23 :Superficies respuesta para los rendimientos de solidos solubles, contenido de

compuestos fendlicos totales extraibles y actividad antioxidante de los extractos acuosos

enzimaticemente obtenidos a partir de residuos de frambuesa a cortos y largos tiempos de
contacto

Los extractos acuosos de residuos de frambuesa tratados enzimaticamente presentan el
mayor rendimiento de recuperacion de solidos solubles a valores altos de tiempo y razén
solvente/residuo para la menor temperatura, mientras que a valores bajos de estos tres
parametros se obtiene el minimo de extraibles. EIl contenido fendlico se consigue a
valores altos de tiempo, temperatura y razén enzima/residuo, en cambio, a valores bajos
de estos tres parametros se obtiene la menor extractibilidad de polifenoles. EI mismo
comportamiento es observado para la actividad antioxidante, medida por los métodos
DPPH y ABTS. La habilidad para reducir Fe** a Fe*? es maxima a valores altos tiempo,
temperatura y razén enzima/residuo y minima en el punto del disefio experimental donde

el tiempo y la temperatura de extraccion son bajos y la razén enzima/residuo es alta.

En el caso de los sélidos solubles, la variable mas importante es la razén enzima/sustrato,
mientras que la temperatura influencia mayoritariamente la recuperacion de compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante medida por DPPH y FRAP. Temperatura y razén

enzimalresiduo ejercen el mayor efecto en el ensayo ABTS.
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5.4 Estabilidad oxidativa de aceite crudo de pepa de uva en presencia de distintos
antioxidantes

Una de las principales alteraciones de los alimentos durante su tratamiento vy
conservacion es la rancidez, que se manifiesta en la aparicion de aromas y gustos

desagradables, y conlleva a su rechazo por parte del consumidor.

Los residuos de frambuesa resultan ser una materia prima favorable para la obtencion de
compuestos de naturaleza polifendlica con una elevada actividad antioxidante in-vitro. Es
preciso comprobar si esa actividad in-vitro se mantiene en los alimentos y por tanto, si los

extractos obtenidos son capaces de prevenir el desarrollo de la rancidez en aceites.

Se evalla a continuacién, la estabilidad oxidativa del aceite crudo de pepa de uva
(obtenido directamente por prensado desde las semillas sin adicion de preservantes
exogenos) en presencia del extracto hidroalcohdlico liofilizado procedente de residuos de
frambuesa obtenido mediante extracciéon sélido-liquido durante 18h a 50°C y 150 rpm de

agitacion,

Para efectos de comparacién se adicionan también los antioxidantes naturales acido
ascoérbico, acido galico y catequina asi como los antioxidantes sintéticos BHA, BHT y

TBHQ, todos ellos a una concentracion de 2 g/ kg aceite.
El seguimiento de la oxidacién se realiza mediante el indice de perdxidos, un indicador de
la magnitud de los productos primarios de oxidacion en aceites (Chatha et al, 2006; Anwar

et al, 2007).

En la Figura 5.24 se presentan los valores de indice de peréxido observados durante el

calentamiento de los aceites.
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Figura N°5.24: Estabilidad oxidativa del aceite crudo de pepa de uva en presencia de
distintos antioxidantes naturales y sintéticos.
Resultados son expresados como Promedio + D.E. (n=3)

Tal como se muestra en la Figura N°5.20, al inicio del periodo de calentamiento todos los
aceites presentan indices de peroxidos en el rango de 50 a 55 meq de oxigeno/ kg aceite.
El comportamiento del indice de perdxido del aceite control (sin antioxidantes) durante el
calentamiento muestra un incremento desde 54,9 meq de oxigeno/ kg aceite al tiempo
cero hasta 108,3 meq de oxigeno/ kg aceite al final del periodo de calentamiento. La
termo-oxidacion se detuvo a las 9 horas, considerando que el control superé los 100 meq
de oxigeno/ kg aceite, lo cual supone un completo deterioro como aceite para consumo
humano (Moreno-Alvarez et al, 2007).

El aceite acondicionado con el extracto rico en polifenoles también presenta tendencia al
incremento en el indice de peréxidos en funcién del tiempo de calentamiento; un
comportamiento andlogo se observa para los aceites enriquecidos con antioxidantes
naturales, mientras que la estabilidad de los aceites a los cuales se les ha incorporado
antioxidantes sintéticos se mantiene constante, sefialando que a los tiempos evaluados
los aceites con BHA, BHT y TBHQ no han sufrido un deterioro oxidativo como

consecuencia de la temperatura.
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El aceite con extracto de residuos de frambuesa calentado durante 9 horas inhibe la
oxidacion del aceite de pepa de uva en un 26,7%, es mas eficaz que el antioxidante
natural 4cido ascérbico, el cual inhibe la oxidacion del aceite de pepa de uva en 12,9%.
Su accion es similar a la inhibicién obtenida con catequina (29,6%) (P>0.05) y levemente
inferior a la protecciéon que otorga el acido galico (35,9%) (P<0.05). Los polifenoles
presentes en el extracto de residuos de frambuesa actian como retardadores del
enranciamiento capturando los radicales libres que hayan podido generarse; sin embargo,
el aceite con extracto de residuos de frambuesa presenta menor efectividad que los
antioxidantes sintéticos comerciales BHA, BHT y TBHQ, cuyos porcentajes de inhibicién
de la oxidacion del aceite son 46,8, 469 y 53,6%, no presentando diferencias
significativas entre ellos (P>0.05). A pesar de las condiciones de alta temperatura a las
que fueron sometidos los aceites, los valores registrados para el indice de perdxido del
aceite que contenia el extracto de residuos de frambuesa son inferiores a los del control
crudo para todos los tiempos analizados, es decir, en ningin caso ejerce un efecto pro-

oxidante.

Aunque el empleo de antioxidantes alimentarios sintéticos esta permitido, las normativas
internacionales tienden a restringir su empleo a concentraciones inferiores a 200 ppm
(Giese, 1996), y en concreto, la Union Europea prohibe su empleo en alimentos infantiles
y aceites envasados. Su uso esta regulado y restringido en numerosos paises, y su
utilizacion en alimentos esta decreciendo. Por el contrario, los antioxidantes naturales
presentan la ventaja de no poseer restricciones en sus niveles de adicion a los aceites.
Qasem y Al-lsmail, (2004), investigan la actividad antioxidante de extractos alcohdlicos
de flores de camomila, semillas de anis y eneldo en aceites de maiz y soja a una
concentracion de 3 g de extracto por/ kg de aceite, mientras que Ramahio y Neuza, 2008,
emplean extracto de romero a concentracién de 1g de extracto/ kg de aceite de soya,

indicando que este valor es consistente con la recomendacién comercial.

Aceites estabilizados con antioxidantes sintéticos o naturales usualmente presentan
menores valores de peréxidos que los aceites de control (Chatha et al, 2006; Anwar et al,
2007). La disminucion del valor de peréxido de aceite de soya estabilizado con extracto
metandlico de cascara de arroz al final de un periodo de incubacién de 15 dias a 60°C es
de 32,7% (Devi et al, 2007).
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Por otro lado, Zia-ur-Rehman, (2006) analiza la capacidad de extractos obtenidos con
cascaras de citricos para estabilizar aceite de maiz a 25°C por un periodo de 6 meses,
encontrando una disminucion del valor de peréxido entre 89,9 y 93,9% en muestras de
aceite estabilizado con extracto de céscara de citricos a diferentes concentraciones.
Chatha et al, (2006) informan una disminucién del valor de peréxidos del aceite de
maravilla entre 22,2 y 456% usando extractos acetonicos y metandlicos al 80% de
cascaras de arroz. La adicién de extractos metandlicos al 80% de residuos de granada,
manzana, frutos citricos, maiz, trigo y arroz disminuyen el valor de peréxidos entre 70% y
42% con respecto al control, de acuerdo a lo reportado por Sultana et al, 2008. Aunque
entre los resultados reportados en bibliografia y el presentado en este estudio existen
diferencias entre la naturaleza del sustrato, las condiciones de almacenamiento de los
aceites y las concentraciones de los extractos adicionados, todos ellos ponen de
manifiesto la actividad protectora de los extractos de origen vegetal (menores valores de

peroxido en relacién al aceite testigo sin antioxidantes).
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5.5 CONSIDERACIONES FINALES

El contenido de compuestos fendlicos totales de los extractos obtenidos a partir de
pomasas de berries, se encuentra en el rango entre 1,17 y 19,14 mg acido galico/g
muestra seca, 2,22 y 17,20 acido galico/g muestra seca y 1,26 y 21,50 mg acido galico/g
muestra seca, para residuos de arandano azul, arandano rojo y frambuesa,
respectivamente. Dependiendo del tipo de solvente extractor y de parametros tales como

tiempo de extraccion, temperatura de extraccion y razén solvente/residuo.

Kahkdnen, et al (1999) determinan el contenido fendlico de 92 materiales vegetales, entre
ellos de berries. Sus resultados muestran la considerable cantidad de polifenoles
presentes en este tipo de frutos, indicando, por ejemplo, que las frutillas, las uvillas, las
grosellas negras, las grosellas rojas, las moras del artico, las frambuesas, los arandanos
rojos y poseen 14,8, 12,4, 20,3, 12,6, 16,2, 23,9 y 21,2 mg acido galico/g muestra seca.
Dichos valores son cercanos a los obtenidos en este estudio en las conidciones mas

favorables de extraccion.

Con respecto a frutas y vegetales, se observa que los extractos de berries contienen
una mayor cantidad de polifenoles totales. Particularmente, uvas blancas, ciruelas,
naranjas y manzanas tienen un contenido de polifenoles totales de alrededor de 7,9; 15,9;
14 6 y 9,6 mg de acido galico/g muestra seca, respectivamente y verduras como zapallos
italianos, apio, cebollas y bruselas presentan valores de 8,5, 4,5, 13,4 y 4,7 mg de acido
galico/g muestra seca, respectivamente (Cieslik et al, 2006), todos ellos con un contenido
menor al determinado en este trabajo si se aplica el solvente, el tiempo, la temperatura y
la razén solvente/residuo mas adecuados para la extraccion.

En relacion a extractos obtenidos a partir de otros residuos agroindustriales como pomasa
de manzana (10,16 mg acido galico/ g muestra seca; Sudha et al, (2006)). Blanco et al,
(2010) evaltan el contenido fendlico cascaras de los citricos como limén mexicano,
toronja, naranja agria, limon real, lima, naranja de valencia y mandarina en 5,7; 11,4; 7,9,
3,5;6,6; 2,8y 7,4 (mg acido galico/ g cascara seca), todos ellos con un contenido menor
al determinado en este trabajo si se aplica el solvente, el tiempo, la temperatura y la razoén

solvente/residuo mas adecuados para la extraccion.
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En cambio, la cantidad de polifenoles totales encontrada en otros trabajos es superior a lo
conseguido en este estudio bajo las mejores condiciones de extraccién. Por ejemplo,
Zhou et al, (2009), determinan un contenido de polifenoles equivalente a 47 mg de acido
galico/ g muestra seca en extractos de pomasa de fresas chinas (bayberry); Larrauri et al,
(1997) cuantifican los fenoles en 43 mg &cidoalico/ g muestra seca para pomasa de uva

roja y Yu et al, (2005) indican que para pieles de mani es posible obtener entre 90-125

mg de fenoles totales/g muestra seca.

La actividad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de residuos de frambuesa,
fluctia entre 0,48 y 16,47 mmol trolox/100g muestra seca; entre 0,11 y 40 mmol
trolox/100 g muestra seca y entre 0,45 y 12,3 mmol acido ascérbico/100 g muestra seca,
medida por los métodos DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente. Helbig ef a/, (2008),
obtienen actividades antioxidantes, para residuos de arandanos, sauco y grosellas negras
extraidos con hexano de 5,8, 84,4 y 74,7 umol trolox/100g, respectivamente; es decir, sus
resultados son tres ordenes de magnitud inferiores a los presentados en este estudio. Los
mismos autores sefalan que si Ja extraccion se realiza con agua, los valores de actividad
antioxidante de los extractos de residuos de grosella negra se incrementan
considerablemente, alcanzando los 83,9 umoles/ g, siendo este valor aun mas bajo que la
actividad conseguida a las condiciones de extraccion mas favorables. La actividad
antioxidante de los extractos obtenidos a partir de los residuos de frambuesa es incluso
superior a la determinada por Pellegrinni et a/, (2006) para extractos de romero (43,95

pmol trolox/g).

Los positivos resultados obtenidos en esta investigacion han sido la base para la
generacion del proyecto FONDEF “Desarrollo de un proceso biotecnologico para la
revalorizaciéon de descartes de la industria de procesamiento de berries”, desarrollado en
conjunto por la Escuela de Ingenieria Bioquimica de la PUCV, la empresa Bayas del Sury
el Centro Regional de Estudios en Alimentos Saludables, CREAS. Este proyecto, en su
segundo afo de ejecucion, ha obtenido extractos polifenélicos con elevada la capacidad
antioxidantes desde descartes de berries como moras y maqui, medidos por los métodos
DPPH, ABTS, FRAP y método ORAC, demostrando la viabilidad técnica y econémica de
la recuperacion de un extracto con importantes caracteristicas nutracéuticas, de manera
eficaz y competitiva al mercado ya existente, pudiéndose conseguir rentabilidades

adicionales al proceso de origen.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 CONCLUSIONES

Se han caracterizado detalladamente 8 residuos provenientes del procesamiento de
proximal de 8 residuos provenientes del procesamiento de arandano rojo, arandano azul,
durazno, frambuesa, pera, pera desplumada, pera tamizada y pimenton, presentando
todos ellos un bajo contenido de proteinas, aceite y cenizas. Los residuos de la familia de
los berries, compuestos principalmente por pieles y semillas, poseen un elevado
contenido de fibra cruda. De la composicion en fibras detergente se deduce que para una
efectiva accion de enzimas hidroliticas sobre la pared celular vegetal se requiere de una

combinacion de celulasas, hemicelulasas y pectinasas.

Dentro de los 8 residuos estudiados, aquellos derivados de arandano azul, arandano rojo
y frambuesa resultan ser las materias primas mas adecuadas para desarrollar un proceso

de extraccion estandar de compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes.

La extraccion convencional solido/liquido de antioxidantes fendlicos a partir de residuos
de arandano azul, arandano rojo y frambuesa, se ve favorecida con altas temperaturas de
incubacion sin afectar la calidad/actividad de los extractos obtenidos. Altas razones
solvente/residuo mejoran la extractibilidad de los polifenoles. La influencia del tiempo es

variable ya que en ocasiones menores tiempos de operacion resultan ser convenientes.

En este trabajo se demuestra la importancia de la eleccién de la solucion extractora en la
obtencion de exiractos ricos en antioxidantes fenolicos a partir de subproductos del
procesado industrial de arandano azul, arandano rojo y frambuesa. De las soluciones

extractoras ensayadas, la mezcla agua:etanol (50/50% vH,O/VEtOH) es la mas efectiva.

De los tres descartes de berries, la pomasa de frambuesa resulta ser la fuente mas
promisoria para obtener un extracto antioxidante debido a su elevado contenido en
polifenoles, a su gran capacidad captadora de radicales ABTS™ o DPPH'y a su habilidad
para reducir Fe** a Fe™.



Todos los biocatalizadores evaluados (Cellubrix, Granozyme, Grindamyl CA 150,
Maxoliva, Olivex, Pectinex Ultra SP, rohapect 10L, Rohapect DA6L, Rohapect Max,
Rohavin, Ultrazym 100G y Viscozym) incrementan los rendimientos de extraccion de
solidos solubles con respecto al control no enzimatico, aunque no todos mejoran la
extractibilidad de los compuestos fendlicos ni la actividad antioxidante de los extractos
obtenidos. Las enzimas mas efectivas son las pectinasas Grindamyl CA 150 de Danisco
y Maxoliva de DSM con un rendimiento en polifenoles y actividades antioxidantes que

superan a los controles no enzimaticos.

El tratamiento enzimatico con Grindamyl CA 150 de Danisco y Maxoliva de DSM sélo es
efectivo si se efectia con agua o con la mezcla hidroetanélica (75/25 %vH,O/VEtOH) y a

elevadas razones enzima/sustrato.

La extraccién acuosa asistida enzimaticamente incrementa el contenido de polifenoles
totales y mejora la actividad antioxidante de los extractos medida por los métodos DPPH,
ABTS y FRAP en comparaciéon al proceso acuoso, reduciendo significativamente los
tiempos de extraccion.

El extracto hidroetanodlico (50/50% vH,0/vEtOH) proveniente de residuos de frambuesa
inhibe la oxidacion de aceite crudo de pepa de uva de manera superior al acido ascorbico,
similar a los antioxidantes naturales acido galico y catequina, pero inferior a la de los
antioxidantes sintéticos BHA, BHT y TBHQ.

6.2 RECOMENDACIONES

Seria conveniente evaluar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de
residuos de frambuesa también mediante el método ORAC, ya que el Departamento de
Agricultura de Estados Unidos publicé una base de datos en la que se informa la actividad
ORAC como el mejor indice de la capacidad antioxidante de un alimento y en Chile,
investigadores del INTA estan proximos a publicar contenidos referenciales de ORAC en
aproximadamente 130 productos de exportacion hortofruticola, con el propésito de

reforzar el rol de nuestro pais como potencia alimentaria.

Asimismo, seria provechoso evaluar la composicion fenélica de los extractos obtenidos a

partir de residuos de frambuesa, mediante técnicas cromatograficas, que pemmitan la
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identificacion sus principales compuestos fendlicos y evaluar sus caracteristicas
nutracéuticas como fuentes de fibra dietaria u oligosacaridos no digeribles.

También seria aconsejable analizar el efecto de extractos de residuos de frambuesa ricos
en compuestos fendlicos con elevada capacidad antioxidante seleccionados sobre la
oxidacién de Lipoproteinas de baja densidad (LDL) y sobre cultivos de células mamiferas

para determinar su potencial antimutagénico y anticarcinogénico.

Seria interesante comprobar la capacidad de los extractos de frambuesa para retrasar el
proceso oxidativo de aceites a concentraciones mayores a la empleada en este estudio
(200 ppm, que equivale al limite permitido para antioxidantes sinteticos) hasta adicionar
1g de extracto/ kg de aceite, un valor consistente con la recomendacion comercial para

antioxidantes naturales.

Idealmente, también se deberia realizar el seguimiento de la oxidacion de emulsiones

(como mayonesas o sopas) en presencia de los extractos de frambuesa.

Ademas, seria recomendable realizar ensayos de estabilidad oxidativa de aceites en

presencia de los extractos de frambuesa, mediante el método de Rancimat.

Finalmente, en virtud de los buenos resultados obtenidos con residuos de frambuesa,
seria interesante iniciar experiencias a escala piloto para estudiar la rentabilidad y el
grado de competitividad economica con respecto a productos similares existentes

actualmente en el mercado.

6.3 PROYECCIONES

Lo residuos de frambuesa podrian ser una buena alternativa para la obtencion de alimentos
funcionales ricos en compuestos fendlicos con capacidad antioxidante, cuya ingesta
disminuya el riesgo de desarrollo de enfermedades no transmisibles que, en la actualidad, son
las principales limitantes de la calidad y expectativas de vida de la poblacion mundial. No
obstante, para que un alimento sea aceptado como funcional, sus efectos beneficiosos
deben ser avalados experimentalmente mediante estudios de intervenciéon en humanos
que pongan de manifiesto los efectos reales de este tipo de productos para la salud
humana. (Roberfroid 2002).
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ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL TIEMPO, LA
TEMPERATURA Y LA RAZON SOLVENTE/RESIDUO EN
LA EXTRACCION DE ANTIOXIDANTES FENOLICOS
DESDE RESIDUOS DE ARANDANO AZUL, ARANDANO
ROJO Y FRAMBUESA
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Los residuos de arandano azul en agua presentan el mayor rendimiento de recuperacion
de solidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores altos de tiempo,
temperatura y razén solvente/residuo (6,1 g extracto/100 g muestra); por el contrario, a
valores bajos de estos tres pardmetros se obtiene el minimo de extraibles (2,5 g
extracto/100 g muestra). Con respecto al contenido de compuestos fendlicos totales, el
mayor rendimiento de recuperacién de polifenoles se consigue a valores altos de
temperatura y razon solvente/residuo y al menor tiempo de extraccién (4,3 mg acido
galico/g muestra), mientras que a valores bajos de temperatura y razon residuo solvente
y al maximo tiempo evaluado se obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (1,1 mg
acido galico/ g muestra). En relacion a la actividad antioxidante, se observa el mismo
comportamiento anteriormente descrito para el contenido de compuestos fenélicos totales,
a valores altos temperatura y razén solvente/residuo y al menor tiempo de extraccion, se
alcanza la mayor capacidad secuestradora de radicales DPPH (0,7 mmol trolox/100 g
muestra); en cambio, la menor actividad antioxidante se registra en el punto experimental
donde los valores de temperatura y razén solvente/residuo son bajos y el valor de tiempo
de extraccion es alto (0,2 mmol trolox/100g muestra).

Los residuos de arandano azul en etanol presentan el mayor rendimiento de recuperacion
de solidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores altos de tiempo,
temperatura y razon solvente/residuo (5,3 g extracto/100 g muestra); por el contrario, a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene el minimo de extraibles (2,7 g
extracto/100 g muestra). Lo mismo sucede con el contenido de compuestos fenélicos
totales, el mayor rendimiento de recuperacion de polifenoles se consigue a valores altos
de tiempo, temperatura y razon solvente/residuo (8,1 mg acido galico/g muestra),
mientras que a valores bajos de estos tres parametros se obtiene la menor extractibilidad
de polifenoles (1,8 mg acido galico/g muestra). En relacion a la actividad antioxidante, a
valores altos de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo, se alcanza la mayor
capacidad secuestradora de radicales DPPH (2,2 mmol trolox/100 g muestra); en cambio,
la menor actividad antioxidante se registra en el punto experimental donde los valores de
estos tres parametros son bajos (0,3 mmol trolox/100 g muestra).




Los residuos de arandano azul en la mezcla hidroetandlica presentan el mayor
rendimiento de recuperacion de sélidos solubles en el punto del disefio en que se
emplean los valores altos de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo (7,3 g
extracto/100g muestra), mientras que a valores bajos de temperatura y razén residuo
solvente para tiempos de extraccién largos se obtiene el minimo de extraibles (48 g
extracto/100g muestra). En el caso del contenido de compuestos fenélicos totales, el
mayor rendimiento de recuperacion de polifenoles se consigue a valores altos de
temperatura y razén solvente/residuo para tiempos de extraccién cortos (16,6 mg acido
galico/g muestra), mientras que a valores bajos de los tres parametros principales se
obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (10,3 mg acido galico/g muestra). En
relacion a la actividad antioxidante, a valores altos de tiempo, y razén solvente/residuo
para la menor temperatura de extraccion, se alcanza la mayor capacidad secuestradora
de radicales DPPH (11,7 mmol trolox/100g muestra); en cambio, la menor actividad
antioxidante se registra en el punto experimental donde los valores de temperatura y
razon solvente/residuo son bajos y el tiempo de extraccion es alto (4,4 mmol trolox/100g
muestra).

Los residuos de arandano azul en metanol presentan el mayor rendimiento de
recuperacion de solidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores
altos de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo (7,2 g extracto/100 g muestra); por
el contrario, a valores bajos de estos tres parametros se obtiene el minimo de extraibles
(5.2 g extracto/100 g muestra). Lo mismo sucede con el contenido de compuestos
fendlicos totales, el mayor rendimiento de recuperacion de polifenoles se consigue a
valores altos de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo (19,1 mg acido galico/g
muestra), mientras que a valores bajos de estos tres parametros se obtiene la menor
extractibilidad de polifenoles (8,0 mg &cido galico/g muestra). En relacion a la actividad
antioxidante, a valores altos de tiempo, temperatura y razon solvente/residuo, se alcanza
la mayor capacidad secuestradora de radicales DPPH (8,6 mmol trolox/100g muestra); en
cambio, la menor actividad antioxidante se registra en el punto experimental donde los
valores de estos tres parametros son bajos (2,5 mmol trolox/100 g muestra).



Los residuos de arandano azul en metanol:agua presentan el mayor rendimiento de
recuperacion de soélidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores
altos de temperatura y razén solvente/residuo para tiempos de extraccion cortos (58 g
extracto/100 g muestra), mientras que a valores altos de temperatura y tiempo de
extracccion y para la menor razén solvente/residuo se obtiene el minimo de extraibles (2,3
g extracto/100 g muestra). En el caso de los compuestos fendlicos totales, el mayor
rendimiento de recuperacién de polifenoles se consigue a valores altos de temperatura y
razon solvente/residuo para tiempos de extraccidn cortos (17,3 mg acido galico/g
muestra), mientras que a valores bajos de temperatura y razén solvente/residuo para
tiempos de extraccion largos se obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (4,4 mg
acido gdlico/ g muestra). En relacion a la actividad antioxidante, a valores altos de
temperatura y razén solvente/residuo para tiempos cortos de extraccion se alcanza la
mayor capacidad secuestradora de radicales DPPH (8,6 mmol trolox/100 g muestra); en
cambio, la menor actividad antioxidante se registra en el punto experimental donde los

valores de los tres parametros principales son bajos (3,2 mmol trolox/100 g muestra).

Los residuos de arandano azul en acetato de etilo presentan el mayor rendimiento de
recuperacion de solidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores
altos de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo (3,6 g extracto/100 g muestra); por
el contrario, a valores bajos de estos tres parametros se obtiene el minimo de extraibles
(1,2 g extracto/100 g muestra). Lo mismo sucede con el contenido de compuestos
fendlicos totales, el mayor rendimiento de recuperacién de polifenoles se consigue a
valores altos de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo (1,1 mg &cido galico/g
muestra), mientras que a valores bajos de tiempo y temperatura y razon solvente/residuo
se obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (0,2 mg acido galico/g muestra). En
relacién a la actividad antioxidante, a valores altos de tiempo, temperatura y razén
solvente/residuo, se alcanza la mayor capacidad secuestradora de radicales DPPH (0,2
mmol trolox/100 g muestra); en cambio, la menor actividad antioxidante se registra en el
punto experimental donde los valores de estos tres parametros son bajos (0,07 mmol
trolox/100 g muestra).



Tabla Il.2: Modelos de superficie respuesta obtenidos para los rendimientos de sélidos
solubles, contenido de compuestos fendlicos totales extraibles y actividad antioxidante de los

extractos de residuos de arandano azul

Agua

Sdlidos
solubles

R=4,31+0,76t+0,59T+0,43S/R+0,07tT+0,14tS/R+0,11TS/R+0,10tTS/R

Fenoles
totales
extraibles

R=2,64-0,60t+0,52T+0,44S/R-0,05tT-0,23tS/R+0,14TS/R-0,01tTS/R

Actividad
antioxidante
(DPPH)

R=0,42-0,06t+0,07T+0,12S/R-0,02tT-0,02tS/R+0,04TS/R-0,03tTS/R

Etanol

Sélidos
solubles

R=4,12+0,58t+0,56T+0,23S/R+0,12tT+0,06tS/R+0,13TS/R+0,00tTS/R

Fenoles
totales
extraibles

R=4,71+1,84t+1,16T+0,38S/R+0,21tT+0,20tS/R-0,09TS/R-0,21tTS/R

Actividad
antioxidante
(DPPH)

R=1,15+0,44t+0,42T-0,02S/R+0,17tT+0,00tS/R+0,04TS/R+0,10tTS/R

Etanol/H;0
50.50% viv

Sdlidos
solubles

R=5,89-0,08t+0,47T+0,66S/R+0,04tT+0,10tS/R+0,27TS/R+0,08tTS/R

Fenoles
totales
extraibles

R=13,17+0,02t+1,63T+1,77S/R+0,163tT0,04tS/R+0,43TS/R+0,12tTS/R

Actividad
antioxidante
(DPPH)

R=6,58+0,36t+0,06T+1,75S/R-0,94tT+0,97tS/R-0,53TS/R-0,39tTS/R

Metanol

Sdlidos
solubles

R=6,12+0,04t+0,22T+0,55S/R-0,04tT+0,11tS/R+0,11TS/R+0,18tTS/R

Fenoles
totales
extraibles

R=12,48+2 50t +1,89T +1,00S/R+0,57tT+0,43tS/R+0,52S/R+0,25tTS/R

Actividad
antioxidante
(DPPH)

R=4,22+0,984t+0,72T+0,90S/R+0,33tT+0,57tS/R+0,66 TS/R+0,32tTS/R

Metanol/H;0
50.50% viv

Sdlidos
solubles

R=4,44-0,28t-0,30T+0,40S8/R-0,87tT-0,05tS/R-0,02TS/R-0,23tTS/R

Fenoles
totales
extraibles

R=10,29-3,67t+1,23T+1,47S/R-0,73tT-0,37tS/R+0,61TS/R-0,10tTS/R

Actividad
antioxidante
(DPPH)

R=4,43-0,20t+0,84T+1,098/R-0,21tT-0,53tS/R+0,76 TS/R-0,20tTS/R

Acetato de
etilo

Solidos
solubles

R=2,21+0,71t+0,36T+0,10S/R+0,21tT+0,12tS/R-0,03TS/R+0,02tTS/R

Fenoles
totales
extraibles

R=0,68+0,23t+0,20T+0,04S/R-0,06tT+0,02tS/R+0,01TS/R+0,00tTS/R

Actividad
antioxidante
(DPPH)

R=0,14+0,04t+0,03T-0,00S/R-0,01tT+0,00tS/R+0,00TS/R+0,00tTS/R




La Tabla 11.2 muestra que para la extraccion acuosa de residuos de arandano azul, la
recuperacion de solidos solubles se ve afectada por las tres variables principales, mientras
que el contenido total de fenoles se ve negativamente influenciado por el tiempo de
extraccion y positivamente por la temperatura de extraccion y la razén solvente/residuo. La
razén solvente/residuo es el parametro mas importante en la capacidad antioxidante. En el
caso de la extraccion etanolica, tanto el rendimiento de recuperacién de sélidos solubles
como el contenido fendlico se ve afectado por las tres variables principales; para el método
del DPPH, tiempo y temperatura de extraccion influencian mayoritariamente la capacidad
antirradicalaria de los extractos etandlicos. Tanto la razéon solvente/residuo como la
temperatura y la interaccién entre ambas variables afectan el contenido de extractables de
los extractos hidroetandlicos de residuos de arandano azul: las dos variables principales
anteriormente mencionadas ejercen la mayor influencia en la recuperacién de compuestos
fendlicos y en el caso de la actividad antioxidante, la razén solvente/ residuo es la variable de
mayor relevancia, la interaccion entre tiempo y temperatura provoca un efecto negativo en la
capacidad de captacion de radicales libres DPPH, mientras que la interaccion entre tiempo y
razon solvente/residuo provoca el efecto contrario. Por otro lado, la recuperacion de sélidos
solubles desde extractos metandlicos de residuos de arandano azul se ve afectada por la
razon solvente/residuo y por la temperatura de extraccién. Tiempo y temperatura son los
parametros que mayoritariamente influencian la recuperacién de polifenoles y tanto las
interacciones entre dos variables como la interaccién entre los tres parametros principales
ejercen un efecto positivo en la extractibilidad de los compuestos fendlicos. Los tres
parametros principales cobran relevancia en la capacidad antioxidante de los extractos
metandlicos de residuos de arandano azul. El rendimiento de recuperacion de solidos
solubles con la mezcla hidrometandlica se ve mayoritariamente afectado por la interaccion
entre tiempo y temperatura, que en conjunto ejercen un efecto negativo en el proceso
extractivo, mientras que en el contenido de polifenoles extraibles influyen la temperatura y el
tiempo de incubaciéon de manera positiva y en mayor medida el tiempo de extraccion de
manera negativa. Para el método del DPPH, las variables mas importantes son la razén
solvente/residuo y la temperatura. El tiempo de extraccion es el parametro aés relevante en
la recuperacion de sélidos solubles desde residuos arandano azul con acetato de etilo,
mientras que tiempo y temperatura de extraccién son las variables que se muestran
mayoritariamente influyentes en el contenido total de polifenoles extraibles y la capacidad
antioxidante de los extractos obtenidos. Ninguna de las interacciones entre variables resultan

ser significativas, al menos a los niveles seleccionados.
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Los residuos de arandano rojo en agua presentan el mayor rendimiento de recuperacion de
sOlidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores altos de tiempo,
temperatura y razon solvente/residuo (6,8 g extracto/100g muestra); por el contrario, a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene el minimo de extraibles (4,3 g
extracto/100g muestra). En el caso del contenido de compuestos fendlicos totales, el mayor
rendimiento de recuperacion de polifenoles se consigue a valores altos de temperatura y
razén solvente/residuo para tiempos de extraccion cortos (5,0 mg acido galico/lg muestra),
mientras que a valores bajos de temperatura y razén solvente/residuo y largos tiempos de
extraccion se obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (1,9 mg acido galico/g muestra).
En relacién a la actividad antioxidante, a valores altos de tiempo, temperatura y razén
solvente/residuo, se alcanza la mayor capacidad secuestradora de radicales DPPH (0,7
mmol trolox/100g muestra); en cambio, la menor actividad antioxidante se registra en el
punto experimental donde los valores de temperatura y razén solvente/residuo son bajos y el
tiempo de extraccion es maximo (0,2 mmol trolox/100g muestra).

Los residuos de arandano rojo en etanol presentan el mayor rendimiento de recuperacion de
solidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores altos de tiempo,
temperatura y razén solvente/residuo (8,8 g extracto/100g muestra); por el contrario, a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene el minimo de extraibles (52 g
extracto/100g muestra). En el caso del contenido de compuestos fendlicos totales, el mayor
rendimiento de recuperacion de polifenoles se consigue a valores altos de tiempo,
temperatura y razon solvente/residuo (6,6 mg acido galico/g muestra), mientras que a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (3,5
mg acido gélico/g muestra). En relacién a la actividad antioxidante, a valores altos de
tiempo, temperatura y razén solvente/residuo, se alcanza la mayor capacidad secuestradora
de radicales DPPH (1,8 mmol trolox/100g muestra); en cambio, la menor actividad
antioxidante se registra en el punto experimental donde los valores de tiempo y temperatura
son bajos y la razén solvente/residuo es maxima (0,6 mmol trolox/1 00g muestra).




Los residuos de arandano rojo en la mezcla hidroetandlica presentan el mayor rendimiento
de recuperacion de soélidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores
altos de temperatura y razén solvente/residuo para tiempos de extraccién cortos (8,5 g
extracto/100g muestra), mientras que a valores bajos de razén solvente/residuo vy
temperatura para tiempos de extraccion largos se obtiene el minimo de extraibles (5,4 g
extracto/100g muestra). En el caso del contenido de compuestos fendlicos totales, el mayor
rendimiento de recuperacion de polifenoles se consigue a valores altos de temperatura y
razon solvente/residuo para tiempos de extraccion cortos (16,5 mg acido galico/g muestra),
mientras que a valores bajos de razén solvente/residuo y temperatura para tiempos de
extraccion largos se obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (9,8 mg acido galico/g
muestra). En relacion a la actividad antioxidante, a valores altos de temperatura y razén
solvente/residuo para tiempos de extraccion cortos, se alcanza la mayor capacidad
secuestradora de radicales DPPH (7.9 mmol trolox/100g muestra); en cambio, la menor
actividad antioxidante se registra en el punto experimental donde los valores de temperatura
y razén solvente/residuo son bajos y el tiempo de extraccion es alto (2,7 mmol trolox/100g
muestra).

Los residuos de arandano rojo en metanol presentan el mayor rendimiento de recuperacién
de solidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores altos de tiempo,
temperatura y razon solvente/residuo (9,7 g extracto/100g muestra), mientras que a valores
valores bajos de razén solvente/residuo y altos de tiempo y temperatura se obtiene el minimo
de extraibles (5,7 g extracto/100g muestra). Con respecto al contenido de compuestos
fendlicos totales, el mayor rendimiento de recuperacién de polifenoles se consigue a valores
altos de temperatura y razén solvente/residuo para tiempos de extraccion cortos (15,1 mg
acido galico/g muestra), mientras que a valores bajos de los tres parametros principales se
obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (6,2 mg &cido galico/g muestra). En relacién a
la actividad antioxidante, a valores altos de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo, se
alcanza la mayor capacidad secuestradora de radicales DPPH (3,8 mmol trolox/100g
muestra); en cambio, la menor actividad antioxidante se registra en el punto experimental

donde los valores de estos tres parametros son bajos (1,5 mmol trolox/100g muestra).




Los residuos de arandano rojo en metanol:agua presentan el mayor rendimiento de
recuperacion de sélidos solubles en el punto del disefio en que se emplean valores altos de
temperatura y razén solvente/residuo para tiempos de extraccion cortos (7,1 g extracto/100g
muestra), mientras que a valores altos de temperatura y tiempo de extracccién y para la
menor razén solvente/residuo se obtiene el minimo de extraibles (3,2 g extracto/100g
muestra). En el caso de los compuestos fendlicos totales, el mayor rendimiento de
recuperacion de polifenoles se consigue a valores altos de tiempo y razén solvente/residuo
para tiempos de extraccion cortos (17,2 mg acido galico/g muestra), mientras que a valores
altos de tiempo y temperatura para la menor razén solvente/residuo se obtiene la menor
extractibilidad de polifenoles (5,4 mg acido galico/g muestra). En relacién a la actividad
antioxidante, a valores altos de tiempo y razén solvente/residuo para la menor temperatura
de extraccion se alcanza la mayor capacidad secuestradora de radicales DPPH (6,1 mmol
trolox/100g muestra); en cambio, la menor actividad antioxidante se registra en el punto
experimental donde los valores de tiempo y temeratura de extraccién son altos y la razén
solvente/residuo es baja (2,3 mmol trolox/100g muestra).

Los residuos de arandano rojo en acetato de etilo presentan el mayor rendimiento de
recuperacion de sélidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores altos
de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo (5,7g extracto/100g muestra); por el
contrario, a valores bajos de estos tres parametros se obtiene el minimo de extraibles (2,9 g
extracto/100g muestra). Lo mismo sucede con el contenido de compuestos fendlicos totales,
el mayor rendimiento de recuperacién de polifenoles se consigue a valores altos de tiempo,
temperatura y razon solvente/residuo (3,1 mg acido galico/g muestra), mientras que a
valores bajos de tiempo y temperatura y razén solvente/residuo se obtiene la menor
extractibilidad de polifenoles (2,1 mg acido galico/g muestra). En relaciéon a la actividad
antioxidante, a valores altos de temperatura y razon solvente/residuo para tiempos de
extraccion cortos se alcanza la mayor capacidad secuestradora de radicales DPPH (1,0
mmol trolox/100g muestra);, en cambio, la menor actividad antioxidante se registra en el
punto experimental donde los valores de temperatura y razon solvente/residuo son bajos y el
tiempo de extraccién es alto (0,5 mmol trolox/100 g muestra).




Tabla Il.4: Modelos de superficie respuesta obtenidos para los rendimientos de solidos
solubles, contenido de compuestos fenélicos totales extraibles y actividad antioxidante de los

extractos de residuos de ardéndano rojo

Agua

Solidos
solubles

R=4,77+0,40t+0,33T+0,56S/R+0,07tT+0,21tS/R+0,07TS/R-0,08tTS/R

Fenoles
totales
extraibles

R=2,94-0,19t+0,52T+0,72S/R+0,01tT-0,14tS/R+0,18TS/R-0,09tTS/R

Actividad
antioxidante
(DPPH)

R=0,40-0,01t+0,07T+0,14S/R+0,01tT+0,01tS/R+0,04TS/R+0,01tTS/R

Etanol

Sélidos
solubles

R=6,79+0,50t+0,51T+0,75S/R+0,02tT-0,02tS/R+0,25TS/R+0,01tTS/R

Fenoles
totales
extraibles

R=5,17+0,50t+0,64T+0,35S/R-0,01tT-0,00tS/R+0,01TS/R+0,08tTS/R

Actividad
antioxidante
(DPPH)

R=1,04+0,13t+0,25T+0,10S/R+0,05tT+0,04tS/R+0,16 TS/R+0,01tTS/R

Etanol/H.0
50.50% viv

Sélidos
solubles

R=6,55-0,56t+0,33T+0,66S/R-0,14tT-0,07tS/R+0,18TS/R-0,02tTS/R

Fenoles
totales
extraibles

R=12,45-0,90t+1,09T+1,15S/R-0,06tT-0,42tS/R+0,40TS/R+0,03tTS/R

Actividad
antioxidante
(DPPH)

R=4,72-0,61t+0,14T+1,44S/R-0,49tT-0,38tS/R+0,02TS/R-0,42tTS/R

Metanol

Solidos
solubles

R=8,35-0,13t+0,16T+1,20S/R-0,22tT+0,12tS/R+0,43TS/R+0,28tTS/R

Fenoles
totales
extraibles

R=9,44+0,02t+1,32T+2,08S/R-0,65tT-0,41tS/R+0,98TS/R+0,50tTS/R

Actividad
antioxidante
(DPPH)

R=2,37+0,34t+0,30T+0,42S/R+0,01tT+0,01tS/R+0,25TS/R+0,12tTS/R

Metanol/H20
50.50% viv

Sdlidos
solubles

R=5,73-0,10t-0,08T+1,13S/R-0,33tT+0,24tS/R+0,34TS/R+0,04tTS/R

Fenoles
totales
extraibles

R=11,06-0,98t+0,37T+3,22S/R-1,58tT+0,37tS/R+0,13TS/R-0,31tTS/R

Actividad
antioxidante
(DPPH)

R=4,81+0,06t-0,01T+1,42S/R-0,19tT+0,28tS/R+0,03TS/R+0,01tTS/R

Acetato de
etilo

Sdlidos
solubles

R=3,83+0,30t+0,38T+0,64S/R+0,035tT+0,16tS/R+0,14TS/R+0,07tTS/R

Fenoles
totales
extraibles

R=2,51+0,10t+0,20T+0,15S/R+0,01tT+0,04tS/R-0,04TS/R+0,06tTS/R

Actividad
antioxidante
(DPPH)

R=0,66-0,03t+0,00T+0,17S/R-0,01tT-0,01tS/R+0,01TS/R-0,02tTS/R




De la Tabla 1.4 se desprende que para la extraccion acuosa de residuos de arandano rojo, el
rendimiento de recuperacién de sdlidos solubles se ve afectado por las tres variables
principales. Los fenoles totales extraibles se ve influenciados principalmente por la
temperatura y la razén solvente/residuo. La razén solvente/residuo es el parametro mas
importante en la capacidad antioxidante medida por el método DPPH. En el caso de la
extraccién con etanol, las tres variables principales afectan en mayor medida la
recuperacion de sélidos solubles, la interaccion entre temperatura y razén solvente/residuo
también ejerce un efecto positivo sobre el proceso extractivo. Temperatura, tiempo y razon
solvente/residuo influencian la extraccién etandlica de polifenoles desde residuos de
arandano rojo. La temperatura, el tiempo de extraccion y la interaccion entre temperatura y
razon solvente/residuo son los parametros mas influyentes en la capacidad de captacion de
radicales libres DPPH. En cuanto a las experiencias realizadas con la mezcla hidroetandlica,
el rendimiento de recuperacién de solidos solubles se ve mayoritariamente afectado por la
razon solvente/residuo, el tiempo ejerce un efecto negativo en el proceso extractivo mientras
que la temperatura lo favorece. En el contenido de polifenoles influyen positivamente la
razon solvente/residuo y la temperatura, mientras que el tiempo de incubacién perjudica la
extractibilidad de los polifenoles. Para el método del DPPH, la variable mas importante es la
razon solvente/residuo. La recuperacion de sélidos solubles desde extractos metandlicos de
residuos de arandano rojo se ve notoriamente afectada por la variable principal razoén
solvente/residuo, también ejerce un efecto la interaccién entre la temperatura y la razon
solvente/residuo. Por otro lado, la temperatura y la interaccion entre el tiempo y la razén
solvente/residuo son los parametros que mayoritariamente influencian la recuperacion de
polifenoles. Las tres variables principales afectan mayoritariamente la capacidad
antioxidante. La razén solvente/ residuo afecta mayoritariamente el rendimiento de
recuperacion de solidos solubles de extractos hidrometandlicos de arandano rojo; La razén
solvente/ residuo ejerce la mayor influencia en la recuperacion de compuestos fendlicos y un
marcado efecto negativo se aprecia en el caso de la interaccion entre tiempo y temperatura.
La actividad antioxidante de los extractos hidrometandlicos de arandano rojo se ve
principalmente afectada por la razon solvente/residuo y en menor medida por la interaccion
entre tiempo y razon solvente/residuo. Las tres variables principales se muestran
mayoritariamente influyentes en la recuperaciéon de sélidos solubles con acetato de etilo,
mientras que en el contenido de polifenoles, la temperatura y la razén solvente/residuo son
los parametros mas relevantes. La capacidad antioxidante de la extraccion con acetato de

etilo se ve afectada principalmente por la razon solvente/residuo.
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Los residuos de frambuesa en agua presentan el mayor rendimiento de recuperacién de
sOlidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores altos de tiempo,
temperatura y razon solvente/residuo (3,4 g extracto/100g muestra); por el contrario, a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene el minimo de extraibles (14 g
extracto/100g muestra). Lo mismo sucede con el contenido de compuestos fendlicos totales,
el mayor rendimiento de recuperacién de polifenoles se consigue a valores altos de tiempo,
temperatura y razén solvente/residuo (3,9 mg acido galico/g muestra), mientras que a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (1,3

mg acido galico/g muestra).

Los residuos de frambuesa en etanol presentan el mayor rendimiento de recuperacién de
sélidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores altos de tiempo,
temperatura y razén solvente/residuo (7,6 g extracto/100g muestra); por el contrario, a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene el minimo de extraibles (29 ¢
extracto/100g muestra). Lo mismo sucede con el contenido de compuestos fendlicos totales,
el mayor rendimiento de recuperacion de polifenoles se consigue a valores altos de tiempo,
temperatura y razén solvente/residuo (14,1 mg acido galico/g muestra), mientras que a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (4,3
mg acido galico/g muestra).

Los residuos de frambuesa en la mezcla hidroetandlica presentan el mayor rendimiento de
recuperacion de solidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores altos
de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo (6,6 g extracto/100g muestra); por el
contrario, a valores bajos de estos tres parametros se obtiene el minimo de extraibles (2,6 g
extracto/100g muestra). Lo mismo sucede con el contenido de compuestos fendlicos totales,
el mayor rendimiento de recuperacién de polifenoles se consigue a valores altos de tiempo,
temperatura y razon solvente/residuo (19,5 mg acido galico/g muestra), mientras que a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (7,3
mg acido galico/g muestra).



Los residuos de frambuesa en metanol presentan el mayor rendimiento de recuperacion de
solidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores altos de tiempo,
temperatura y razén solvente/residuo (7,0 g extracto/100g muestra); por el contrario, a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene el minimo de extraibles (36 ¢
extracto/100g muestra). Lo mismo sucede con el contenido de compuestos fendlicos totales,
el mayor rendimiento de recuperacion de polifenoles se consigue a valores altos de tiempo,
temperatura y razon solvente/residuo (21,5 mg acido galico/lg muestra), mientras que a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (9,2

mg acido galico/g muestra).

Los residuos de frambuesa en metanol:agua presentan el mayor rendimiento de
recuperacion de sélidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores altos
de temperatura y razon solvente/residuo para tiempos de operacién cortos 46 g
extracto/100g muestra), mientras que a valores bajos de los tres parametros principales se
obtiene el minimo de extraibles (2,5 g extracto/100g muestra). Lo mismo sucede con el
contenido de compuestos fendlicos totales, el mayor rendimiento de recuperacion de
polifenoles se consigue a valores altos de temperatura y razon solvente/residuo para tiempos
de operacion cortos (13,6 mg &cido galico/g muestra), mientras que a valores bajos de los
tres parametros principales se obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (7,2 mg 4cido
galico/g muestra).

Los residuos de frambuesa en acetato presentan el mayor rendimiento de recuperacion de
sélidos solubles en el punto del disefio en que se emplean los valores altos de tiempo,
temperatura y razén solvente/residuo (5,3 g extracto/100g muestra); por el contrario, a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene el minimo de extraibles (1,7 g
extracto/100g muestra). Lo mismo sucede con el contenido de compuestos fendlicos totales,
el mayor rendimiento de recuperacion de polifenoles se consigue a valores altos de tiempo,
temperatura y razon solvente/residuo (2,6 mg acido galico/g muestra), mientras que a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene la menor extractibilidad de polifenoles (0,6
mg acido galico/g muestra).
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En relacion a la actividad antioxidante de los extractos acuosos medida por el método DPPH,
a valores altos de temperatura y razén solvente/residuo para tiempos de operacion cortos se
alcanza la mayor capacidad secuestradora de radicales DPPH (1,9 mmol trolox/100g
muestra); en cambio, la menor capacidad secuestradora de radicales DPPH se registra en el
punto experimental donde los valores de temperatura y razén solvente/residuo son bajos y el
tiempo de operacidén es maximo (0,5 mmol trolox/100g muestra). Con respecto a la actividad
antioxidante medida por el método ABTS, los residuos de frambuesa en agua presentan la
mayor capacidad secuestradora de radicales ABTS en el punto del disefio en que se
emplean los valores altos de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo (6,0 mmol
trolox/100g muestra); por el contrario, a valores bajos de estos tres parametros se obtiene la
menor capacidad secuestradora de radicales ABTS (2,2 mmol trolox/100g muestra). Lo
mismo sucede con la actividad antioxidante medida por el método FRAP, la mayor capacidad
reductora del ion férrico se consigue a valores altos de tiempo, temperatura y razon
solvente/residuo (3,4 mmol ascérbico/100g muestra), mientras que a valores bajos de estos
tres pardmetros se obtiene el menor efecto reductor (1,2 mmol ascérbico/100g muestra).

En relaciéon a la actividad antioxidante de los extractos etandlicos medida por el método
DPPH, a valores altos de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo se alcanza la mayor
capacidad secuestradora de radicales DPPH (11,4 mmol trolox/100g muestra); en cambio, la
menor capacidad secuestradora de radicales DPPH se registra en el punto experimental
donde los valores de tiempo, temperatura y razon solvente/residuo son bajos (3,4 mmol
trolox/100g muestra). Con respecto a la actividad antioxidante medida por el método ABTS,
los residuos de frambuesa en etanol presentan la mayor capacidad secuestradora de
radicales ABTS en el punto del disefio en que se emplean los valores altos de tiempo,
temperatura y razén solvente/residuo (20,0 mmol trolox/100g muestra); por el contrario, a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene la menor capacidad secuestradora de
radicales ABTS (5,7 mmol trolox/100g muestra). Lo mismo sucede con la actividad
antioxidante medida por el método FRAP, la mayor capacidad reductora del i6n férrico se
consigue a valores altos de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo (7,9 mmol
ascorbico/100g muestra), mientras que a valores bajos de estos tres parametros se obtiene
el menor efecto reductor (2,8 mmol ascorbico/100g muestra).



En relacion a la actividad de los extractos hidroetandlicos antioxidante medida por el método
DPPH, a valores altos de temperatura y razén solvente/residuo para tiempos de operacion
cortos se alcanza la mayor capacidad secuestradora de radicales DPPH (16,5 mmol
trolox/100g muestra); en cambio, la menor capacidad secuestradora de radicales DPPH se
registra en el punto experimental donde los valores de tiempo, temperatura y razén
solvente/residuo son bajos (4,0 mmol trolox/100g muestra). Con respecto a la actividad
antioxidante medida por el método ABTS, los residuos de frambuesa en la mezcla
hidroetanodlica presentan la mayor capacidad secuestradora de radicales ABTS en el punto
del disefio en que se emplean los valores altos de tiempo, temperatura y razén
solvente/residuo (40,6 mmol trolox/100g muestra); por el contrario, a valores bajos de estos
tres parametros se obtiene la menor capacidad secuestradora de radicales ABTS (5,5 mmol
trolox/100g muestra). Lo mismo sucede con la actividad antioxidante medida por el método
FRAP, la mayor capacidad reductora del ién férrico se consigue a valores altos de tiempo,
temperatura y razon solvente/residuo (15,5 mmol ascorbico/100g muestra), mientras que a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene el menor efecto reductor (5,0 mmol
ascorbico/100g muestra).

En relacion a la actividad antioxidante de los extractos metandlicos medida por el método
DPPH, a valores altos de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo se alcanza la mayor
capacidad secuestradora de radicales DPPH (13,7 mmol trolox/100g muestra): en cambio, la
menor capacidad secuestradora de radicales DPPH se registra en el punto experimental
donde los valores de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo son bajos (6,1 mmol
trolox/100g muestra). Con respecto a la actividad antioxidante medida por el método ABTS,
los residuos de frambuesa en metanol presentan la mayor capacidad secuestradora de
radicales ABTS en el punto del disefio en que se emplean los valores altos de tiempo,
temperatura y razon solvente/residuo (31,4 mmol trolox/100g muestra); por el contrario, a
valores bajos de estos tres parametros se obtiene la menor capacidad secuestradora de
radicales ABTS (15,9 mmol trolox/100g muestra). Lo mismo sucede con la actividad
antioxidante medida por el método FRAP, la mayor capacidad reductora del i6n férrico se
consigue a valores altos de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo (13,8 mmol
ascorbico/100g muestra), mientras que a valores bajos de estos tres parametros se obtiene
el menor efecto reductor (6,7 mmol ascorbico/100g muestra).



En relacion a la actividad antioxidante de los extractos hidrometandlicos medida por el
método DPPH, a valores altos de temperatura y razon solvente/residuo para tiempos de
operacion cortos se alcanza la mayor capacidad secuestradora de radicales DPPH (8,1
mmol trolox/100g muestra); en cambio, la menor capacidad secuestradora de radicales
DPPH se registra en el punto experimental donde los valores de tiempo, temperatura y razon
solvente/residuo son bajos (4,0 mmol trolox/100g muestra). Con respecto a la actividad
antioxidante medida por el método ABTS, los residuos de frambuesa en metanol:agua
presentan la mayor capacidad secuestradora de radicales ABTS en el punto del disefio en
que se emplean los valores altos de temperatura y razén solvente/residuo para tiempos de
operacion cortos (32,9 mmol trolox/100g muestra), mientras que a valores bajos de los tres
parametros se obtiene la menor capacidad secuestradora de radicales ABTS (12,6 mmol
trolox/100g muestra). Lo mismo sucede con la actividad antioxidante medida por el método
FRAP, la mayor capacidad reductora del ién férrico se consigue a valores altos de
temperatura y razén solvente/residuo para tiempos de operacion cortos (8,5 mmol
ascorbico/100g muestra), mientras que a valores bajos de los tres parametros principales se
obtiene el menor efecto reductor (4,2 mmol ascoérbico/100g muestra).

En relacion a la actividad antioxidante de los extractos obtenidos con acetato de etilo medida
por el método DPPH, a valores altos de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo se
alcanza la mayor capacidad secuestradora de radicales DPPH (0,7 mmol trolox/100g
muestra); en cambio, la menor capacidad secuestradora de radicales DPPH se registra en el
punto experimental donde los valores de tiempo, temperatura y razon solvente/residuo son
bajos (0,1 mmol trolox/100g muestra). Con respecto a la actividad antioxidante medida por el
método ABTS, los residuos de frambuesa en acetato de etilo presentan la mayor capacidad
secuestradora de radicales ABTS en el punto del disefio en que se emplean los valores altos
de tiempo, temperatura y razon solvente/residuo (3,0 mmol trolox/100g muestra); por el
contrario, a valores bajos de estos tres parametros se obtiene la menor capacidad
secuestradora de radicales ABTS (0,8 mmol trolox/100g muestra). Lo mismo sucede con la
actividad antioxidante medida por el método FRAP, la mayor capacidad reductora del i6n
férrico se consigue a valores altos de tiempo, temperatura y razén solvente/residuo (1,6
mmol ascorbico/100g muestra), mientras que a valores bajos de estos tres parametros se
obtiene el menor efecto reductor (0,4 mmol ascérbico/100g muestra).



Tabla I.7: Modelos de superficie respuesta para los rendimientos de sélidos solubles,
contenido de compuestos fendlicos totales extraibles y actividad antioxidante de los extractos
de residuos de frambuesa

—Agua Sdlidos solubles + ; ] 2 : .
Fenoles totales extraibles R=Z79+0,33t+0,55T+0,425/R+0, 16t T-0,08tS/R+0,90TS/R+0,02tTS/R |
Actividad antioxidante (DPPH] | R=1,26-0,13t+0,18T+0,305/R-0,05tT-0, 111S/R+0,15TS/R-0, 12fTSIR. |
Actividad antioxidante (ABTS) | R=4,06+0,34t+0,92T+0 665/R-0,03tT+0, T4tS/R+0,18TS/R-0,01tTS/IR |

Actividad antioxidante (FRAP) |

Efanol Sdlidos solubles R=4.93+1 27t+0,72T+0,455/R+0,17tT-0, T0tSTR+0,T9TS/R+0,02fTS/R|
Fenoles totales extraibles R=8,09+2 50t+1,24T+0,97S/R+0,02tT+0,32tSTR+0,02TS/R+0, TTETS/R |
Actividad antioxidante (DPPH] | R=6,83+7,00t+1,03T+0,775/R+0, 28tT-0,04t5/R+0, 33TS/R+0, 10ITS/IR |
Acfividad anfioxidante (ABTS) | R=12,75+3,67t+2,07T+0,895/R-0,36tT+0,29tS/R+0 57 TS/R+0,32tTS/IR |

"~ Acfividad antioxidante {FRAP) =5 13+0,96t+0,50T+1, +0,00tT+0, +0,
EfanollHZO Solidos solubles

50:50% viv Fenoles totales exfraibles

Actividad antioxidante (DPPH] |

~Actividad antioxidante (ABTS)

Actividad antioxidante IFRIFI

[ Metanol Sélidos solubles

Fenoles totales extraibles

Acfividad antioxidanfe (DPPH) |

Actividad antioxidante [ABTS)

Actividad antioxidante IFRIF[

Metanol/HZO Sdlidos solubles

50:50% viv Fenoles fotales exiraibles

Acfividad antioxidante (DPPH} |

Acfividad antioxidante IIB |Sj

Actividad antioxidante (FRAP)

Acetato de etilo | Solidos solubles R=3 45+1,27t+0,26T+0,245/R+0, 141T+0,08tSTR-0,09 TS/R+0,02tTS/R |
Fenoles tofales extraibles R=1,58+0,54t+0,38T+0,095/R+0,061T-0,071S/R+0,09TS/R-0,06tTS/IR |

Actividad antioxidante (DFFH)

Actividad antioxidante ]IE ISI

Actividad antioxidante (FRAP)




La Tabla 1.7, muestra que para la extraccion acuosa de residuos de frambuesa, el
rendimiento de recuperacion de solidos solubles se ve afectado por las tres variables
principales al igual que el contenido total de compuestos fendlicos extraibles y la
capacidad antioxidante medida por los métodos ABTS y FRAP, en el caso del método
DPPH el parametro mas relevante es la razon solvente/residuo. Tanto para la
recuperacion de solidos solubles como contenido fendlico de los extractos etandlicos, los
parametros mas importantes son las tres variables principales. La capacidad
antirradicalaria medida por los métodos del DPPH, ABTS y FRAP se ve influenciada por
estos mismos tres parametros. La recuperacion hidroetandlica de sélidos solubles, el
contenido de polifenoles y la actividad antioxidante medida por los métodos ABTS y FRAP
se ven influenciados mayoritariamente por las tres variables principales, mientras que la
razén solvente/residuo es el parametro mas importante en la capacidad antioxidante de
los extractos hidroetandlicos medida con DPPH. En la recuperacion solidos solubles, del
contenido fendlico y de la capacidad de captaciéon de radicales libores DPPH de los
extractos metandlicos, los parametros mas importantes son las tres variables principales.
Para el método del ABTS ademas de estas tres variables principales, la interaccién entre
dos variables influencian la capacidad antirradicalaria, positivamente en el caso de tiempo
y razon solvente/residuo y temperatura y razén solvente/residuo y negativamente cuando
interaccionan el tiempo y la temperatura de extraccion. La razén solvente/residuo ejerce el
mayor efecto sobre la actividad antioxidante medida por el método FRAP. Al emplear la
mezcla hidrometandlica, el rendimiento de sodlidos solubles se ve mayoritariamente
afectado por la razén solvente/residuo y temperatura, mientras que en el contenido
fendlico influyen las tres variables principales y interaccion entre la temperatura y el
tiempo de extraccién, que ejerce un efecto negativo sobre la extractibilidad de los
polifenoles. Para el método DPPH, la variable mas importante es la temperatura, mientras
que para el método FRAP el parametro mas influyente es la razén solvente/residuo. En el
caso del método ABTS, tiempo de extraccion es el parametro con mayor peso; sin
embargo, el resto de las variables también ejercen influencias en el proceso extractivo. El
tiempo de extraccion es el parametro mas relevante en la recuperacion de sélidos
solubles desde residuos de frambuesa con acetato de etilo de etilo, mientras que tiempo y
temperatura se muestran mayoritariamente influyentes en la recuperacién de polifenoles.
La escasa capacidad antioxidante medida por el método DPPH esta afectada por la
temperatura. Las tres variables principales ejercen un efecto significativo en la capacidad
antioxidante evaluada por el método ABTS al igual que por el método FRAP



