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1
Objetivos

Objetivos

Para este trabajo de tesis se propuso un siguiente objetivo general:

Utilizar residuos de la industria alimentaria, como suero de leche, orujo de

uva y cascarilla de soja, para su valorizacion como proteinas clarificantes y

extractos antioxidantes.

Para la concrecion de dicho objetivo general se plantearon tres objetivos

especificos:

1.

Evaluar la eficacia de la principal proteina del suero de leche,
betalactoglobulina, en la reduccion de la astringencia del vino tinto, y
establecer una comparacion con una proteina modelo, gelatina.

Caracterizar la naturaleza de la interaccion polifenol-proteina.

. Optimizar la extraccion de polifenoles extraibles y no extraibles del

orujo de uva utilizando solventes tradicionales y alternativos. Analizar e
identificar, de acuerdo al método de extraccion, la composicion quimica

y el potencial antioxidante de los extractos obtenidos.

. Optimizar la extraccion de polifenoles a partir de cascarilla de soja

empleando hidrolisis alcalina. Analizar, alternativamente, el potencial
de métodos biolégicos de liberacion de dichos compuestos, empleando

enzimas y hongos filamentosos.
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Capitulo 1: Introducciéon

Un experto es una persona que ha cometido todos los errores que pueden

hacerse en un campo muy estrecho.

-Niels Bohr
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1.1. Residuos del sector agroalimentario y posibilidades de
aprovechamiento

La agroindustria combina el proceso productivo agricola con el industrial
para generar alimentos o materias primas semi-elaboradas destinadas al
mercado. Entre los productos que se industrializan se encuentran las
frutas, verduras, raices, semillas, hojas, tubérculos, entre otros. Algunos
se comercializan en fresco y otros son transformados en jugos,
mermeladas, ensaladas, harinas, aceites, vinos, concentrados en polvo y
conservas. Debido a dicho procesamiento, el sector agroalimentario
constituye una fuente en crecimiento de contaminantes que se acumulan
en el ecosistema. Los subproductos producidos son cortezas y/o semillas,
pieles, y cualquier parte no comestible, desechos de dificil procesamiento
para disposicion, ya que poseen elevada carga organica y requieren un
costo adicional para su tratamiento [1]. En este sentido, hay una
tendencia mundial hacia la generacion de residuos, derivada del
procesamiento de productos comercializables, esto se puede ejemplificar

mediante los desechos en el procesamiento de cereales, Tabla I.I [2].

El consumo de vegetales y frutas ha crecido significativamente, en gran
parte debido a todas las propiedades saludables por las que son bien
reputados [3]. Independientemente de los problemas ambientales
planteados, los productos infrautilizados, subproductos y residuos
representan una cantidad considerable de material potencialmente
reutilizable y una fuente importante de energia. El material reutilizable
puede estar constituido por azucares, espesantes (pectinas y almidones),

aceites esenciales, o sustancias bioactivas y/o antioxidantes [4].
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Etapa Ejemplos de pérdida/pérdida de alimentos
Procesamiento primario: limpieza, Pérdidas en el proceso

descascarillado, machacado, molido,

envasado, remojo, aventamiento Pérdida de calidad por contaminacion en el
secado, tamizado, molienda procesado

Tabla LI: ejemplos de desperdicio en las primeras etapas de la cadena de
suministro de cereales.

Para poder hacer frente a los problemas de alimentacion y de
contaminacion del medio ambiente, una de las principales dificultades
radica en encontrar tecnologias optimas para el aprovechamiento de este
material que supongan una minima inversion y sean competitivos. De este
modo gran parte de los residuos de la agroindustria podrian utilizarse en
una variedad de procesos, mediante extracciones u otras
transformaciones, para dar lugar a co-productos con mayor valor
agregado [5]. La optimizacion y adecuacion de las nuevas tecnologias para
el procesado y aplicacion integral de los residuos y productos
infrautilizados de la agroindustria requiere de métodos propios para cada
residuo. Asimismo, es interesante mantener la premisa de que todos estos

productos continten siendo biodegradables.

A continuaciéon se presentan los residuos en los cuales trabajamos en la
presente tesis. La eleccion de los mismos se debioé a su produccion a gran
escala en nuestra region y a su ubicuidad en el pais. Han sido objeto de

nuestro estudio el suero de leche, el orujo de uva y la cascarilla de soja.
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1.1.1. Suero de leche, un subproducto de la industria quesera

El suero de la leche se obtiene en el proceso de la elaboracion de queso
cuando a la leche liquida, previamente pasteurizada, se le anade cuajo
(enzima que hace coagular la leche). El resultado es una masa blanda rica
en proteina y grasa, que tras su maduracion y pérdida de agua, podra
convertirse en queso. Para poder hacerlo, esa masa va a drenar el suero
de la leche: un liquido de color amarillento y de sabor acido pero
agradable. Se trata, por tanto, de la parte que no se coagula por la adicion
del cuajo y que permanece en estado liquido, tras la precipitacion y
separacion de la caseina de la leche. Constituye aproximadamente el 85 al
90% del volumen de la leche, y en caso de no ser aprovechado, el suero
uno de los contaminantes mas severos que existen a nivel ambiental [6].
El 47% del suero de leche se desecha en los rios, lagos, acuiferos o en el

subsuelo generando problemas de eutrofizacion acuatica.

En nuestro pais, la industria lactea tuvo, en los ultimos anos, un
consumo interno de alrededor de 8.500 millones de litros equivalente de
leche al ano. Se pueden distinguir dos vias de destino, por un lado, la
leche fluida, utilizada para la obtencion de leche pasteurizada, esterilizada
o chocolatada. Por el otro, el grueso de la leche cruda es dirigido a la
elaboracion de productos lacteos (74,6%). En los ultimos anos ha crecido
la produccion de quesos de pasta semidura (+15%) [7]. De hecho, del total
de leche que se destina a la elaboracion de productos, el mayor porcentaje
es utilizado para la produccion de quesos (55%), mientras que la
elaboracion de leche en polvo (entera y descremada) insume el 28% [7].
Estos datos, permiten entender la dimension de la produccion nacional, y
en particular, la oportunidad con que se cuenta para el aprovechamiento

de enormes cantidades de suero.
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Figura 1.1: produccién del queso y el co-producto suero de leche.

El lactosuero esta constituido principalmente por lactosa (75%), un
disacarido relativamente poco soluble, de bajo dulzor, que puede ser
absorbida con dificultad por el sistema digestivo de algunas personas.
También contiene calcio, sales minerales y proteinas lactoséricas de bajo
peso molecular y solubles [8], Figura 1.1. Dichas proteinas, de muy
elevada calidad, se pueden obtener mediante procesos como el
intercambio ionico y microfiltracion [9]. Las principales proteinas del
suero de leche son: beta-lactoglobulina (BLG) y alfa-lactalbimina, con una
proporcion de 3:1 [10]. Dichas proteinas son insolubles y no
completamente asimilables por el tracto digestivo humano, pudiendo

generar alergias debido al contenido de beta-lactoglobulina.

Por su potencial alergénico, pueden ser también interesantes las
aplicaciones de BLG donde la misma no se utilice para consumo humano
[10]. Una de las potenciales aplicaciones podria ser como clarificante en
procesos productivos de bebidas fermentadas y jugos. La clarificacion
involucra la adicion de un compuesto adsorbente, o clarificante, seguida
por la sedimentacion o precipitacion de componentes parcialmente
solubles de una bebida. Se pueden utilizar proteinas animales como
caseina, gelatina, albumina de huevo [11] o proteinas de plantas tales
como gluten de trigo [12], entre otras. De varios estudios se desprende que

la accion de las proteinas sobre los compuestos fenodlicos del vino influye
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en la claridad, las caracteristicas sensoriales y la capacidad de
envejecimiento. Los fenodlicos han sido los atributos del vino mas
frecuentemente estudiados en respuesta a la clarificacion [12,13] y su
grado de modificacion depende del agente clarificante utilizado y del perfil

fenolico del vino mismo.

1.1.2. Cascarilla de soja, un subproducto de la produccion de
aceite

La soja es una legumbre anual, que puede llegar a medir entre medio y
1,5 metros de porte, que posee hojas grandes, trifoliadas y pubescentes.
La Glycine max botanicamente pertenece al orden Rosaceae, y a la familia
Leguminosae. La semilla contiene alrededor de 40% de proteinas y
aproximadamente un 20% de lipidos (mayormente aceites) [14]. Existe
una gran demanda, a nivel de insumo industrial o para la alimentacion de
animales y personas, tanto para las proteinas como para el aceite
obtenidos de la semilla de dicha planta. En ese sentido, la soja es el grano
del cual el hombre obtiene la mayor cantidad de productos, con multiples
aplicaciones para su vida y el medio. Ademas, es la principal fuente de
proteina y aceite a nivel mundial y contiene algunos fitoquimicos

beneficiosos como las isoflavonas [14].

Los Estados Unidos, seguido de Brasil, y Argentina, junto a China son los
mayores productores de soja, responsables de aproximadamente 90% de
la produccion mundial. No debe sorprender, entonces, que la soja y sus
derivados sean en la actualidad los productos de exportacion de mayor
volumen en Argentina, y el mayor generador de divisas [15]. Durante los
ultimos anos ha habido una expansion de la frontera agricola y un
reemplazo de la superficie destinada a otras actividades. Ademas, los
rindes por unidad de superficie se han mantenido en alza durante los
ultimos anos. La cascarilla se produce cuando se extrae el aceite de soja
con solventes, para obtener aceite y harina de soja, dado que es necesario
eliminar la pelicula que cubre el grano para la extraccion (Figura 1.2). Por
cada tonelada de semilla de soja procesada, aproximadamente el 5% de la

masa total coincide con el subproducto en cuestion [16].
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Figura 1.2: proceso de produccion del aceite de soja, que da lugar al
subproducto cascarilla.

En la actualidad, parte de la cascarilla de soja se utiliza como fuente de
fibra para el ganado, sin embargo, grandes cantidades de la misma se
desperdician [17]. En la literatura se pueden encontrar diversas de ellas,
como la extraccion de nanofibras de celulosa de cascarilla de soja y vaina
de soja (otro residuo generado a partir de la actividad de cultivo de soja)

[17].

1.1.3. Orujo de uva, un subproducto de la produccion de vino

La produccion de vino es una de las actividades agricolas mas importantes
del mundo, y algunos de los paises productores mas competitivos son
[talia, Francia, Espana, Estados Unidos, Australia, Argentina, Chile,
Sudafrica, China, Alemania y Portugal [18]. La vitivinicultura en Argentina
manifest6 un amplio y acelerado desarrollo, principalmente en las
provincias andinas. Tradicionalmente el vino se produce en las provincias
de Mendoza, San Juan, Salta, La Rioja, Cordoba, Catamarca y en las
ultimas décadas han comenzado a elaborarse en Neuquén, Rio Negro,

Entre Rios, Chubut, Buenos Aires y Santa Fe. Mendoza es la provincia
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mas importante en lo que se refiere a produccion de vinos argentinos en
volumen de produccion y exportacion. Dentro de Mendoza, las principales
areas ocupadas por vinedos estan en San Rafael, Agrelo, Lujan de Cuyo y
el Valle de Uco. Teniendo en cuenta toda la produccion de uva,
aproximadamente el 75% se utiliza en la elaboracion del vino. La especie
mas comunmente cultivada para la produccion de vino es Vitis vinifera
[19]. Los beneficios para la salud del vino se difundieron mayormente en
la década de 1990 debido a la teorizada "paradoja francesa". En ese caso,
se relaciono el alto consumo de vino en Francia con una baja prevalencia
de enfermedades coronarias, en una poblacion que tradicionalmente
consume grandes cantidades de grasas saturadas y azucar. Los estudios
afirman que esta paradoja se debe a los compuestos fenolicos presentes

en el vino [20].

El consumo de vino siempre ha ido en aumento y, junto a eso, la
produccion de orujo de uva. El orujo de uva es el principal residuo
organico solido de las industrias de bodega; como resultado de los
procesos de prensado y/o fermentacion. El orujo consiste principalmente
en pieles y semillas de uva, que se separa del jugo en el paso de prensado
(vino blanco), o del vino (vino tinto). Los procesos de vinificacion se pueden
ver en la Figura 1.3, en la produccion del vino el jugo se convierte en vino
sb6lo después de la fermentacion. Adicionalmente, se producen las lias que
son un material solido que consiste en depositos tales como levadura,
particulas que precipitan, semillas, agentes clarificantes, entre otros,

depositados en el fondo de los tanques de vino.
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Figura 1.3: proceso de vinificacién de uvas blancas y tintas.

La fermentacion promueve alteraciones en la composicion de
carbohidratos y puede producir la liberacion o degradacion de polifenoles.
Pese a esto, se comprobo que en el orujo de uva, se retiene una cantidad

significativa de sustancias antioxidantes [21].

Sin embargo, la utilizacion del orujo de uva continta siendo ineficiente,
dado que se producen grandes cantidades de orujo durante un corto
periodo de cosecha, lo que aumenta la concentracion por area. La
incineracion o el descarte en el campo terrestre pueden ser perjudiciales
para el medio ambiente, debido a que los compuestos fenoélicos
disminuyen el pH del orujo y aumentan la resistencia a la degradacion
biologica. Otros problemas ambientales incluyen: contaminacion del agua

superficial y subterranea, atraccion de mosquitos, moscas y pestes que
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pueden propagar enfermedades y el agotamiento de oxigeno en el suelo y
aguas subterraneas por taninos y otros compuestos [22]. Los paises tienen
su propia politica para gestionar los residuos. En Espana, el gobierno
ofrece a las empresas vitivinicolas tres alternativas para la gestion del
orujo: reciclar, valorizar o eliminar. Si se elige eliminarlo, se debe pagar
una tasa de eliminacion [19]. Estas politicas estrictas muestran la
importancia de una gestion adecuada de residuos y la promocion de
protocolos alternativos integrados, sostenibles y estandarizados. Este tipo

de medidas podrian aplicarse en nuestro pais en el futuro.

La creciente demanda de compuestos naturales sobre compuestos
sintéticos, y el foco en las practicas agricolas sostenibles favorece el
desarrollo del estudio de aprovechamiento. El orujo de uva y sus
extractos, tienen potencial aplicacion en alimentos funcionales,
cosméticos, farmacéuticos y suplementos, debido a los principios activos

antioxidantes que contiene [23].

1.2. Los polifenoles, clasificacion, extracion y deteccion

Los polifenoles son uno de los componentes mas activos que pueden
encontrarse en los residuos de la industria agroalimentaria. Son
metabolitos secundarios presentes en los vegetales, que pueden influir en
la calidad nutricional y sensorial de los mismos. Mas aun, son
responsables de muchas de las cualidades antioxidantes y efectos
benéficos [24]. Numerosos estudios han avalado las propiedades biologicas
de los polifenoles [25], que pueden usualmente justificar sus acciones
vasodilatadoras y vasoprotectoras. Sin embargo, muchos residuos del
procesamiento de frutas y vegetales, como el orujo remanente después de
la vinificacion todavia contiene altos niveles de polifenoles. De hecho,
durante la vinificacion se extrae soélo el 30-40% de los compuestos

fenolicos [26].

Estructuralmente, los compuestos fenolicos contienen wun anillo
aromatico, que tiene uno o mas sustituyentes hidroxilo, y varian desde

moléculas fenodlicas simples hasta compuestos altamente polimerizados
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[27]. Los acidos fendlicos tienen un grupo funcional de acido carboxilico y
se encuentran presente en plantas en sus formas libres o unidas a otros
compuestos. Se pueden clasificar en dos subgrupos: acidos
hidroxibenzoicos, incluyendo los acidos p-hidroxibenzoico,
protocatechuico, siringico y vanilico. Por otra parte, acidos
hidroxicinamicos: galico, cafeico, ferulico, p-cumarico y sinapico, y los
compuestos aromaticos que tienen una cadena lateral de tres carbonos

(Figura 1.4) [24], [28].

Agidos derivado del benzoico Acidos derivados del cindmico

Figura 1.4: estructura general de los dcidos fendlicos.

Los flavonoides son encontrados en diversos alimento, como la soja. Uno
de los mas representativos es la quercetina, compuestos de bajo peso
molecular con 15 atomos de carbono. La estructura consta de dos
aromaticos que estan unidos a través de 3 atomos de carbono, formando
un puente, usualmente en forma de un tercer anillo heterociclico [24]. En
la Figura 1.5, se pueden observar las diferentes formas y distribucion que
tienen los flavonoides. Esta disposicion de los grupos quimicos le confiere
a la molécula diferentes funciones. Dentro de este grupo existen sub-
divisiones que dependen de como se hallan los distintos grupos alrededor
de la molécula central. Entre ellos podemos contar: flavanonas,
isoflavonas y antocianinas. Las isoflavonas son definidos por la presencia
de un doble enlace entre los atomos de carbono C2-C3, tienen un
hidroxilo en el carbono C3. Generalmente se encuentran unidas a
diferentes azucares formando glicosidos, glucoronidos, galactéosidos y

diglicosidos. En la soja, por ejemplo, las principales son genisteina y
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daidzeina, moléculas analogas a los estrogenos (estradiol) cuya eficacia ha
valido para equilibrar la disminucion de la produccion de hormonas en el
climaterio [29]. Las catequinas, como (+)-catequina se encuentran en los
extractos del té (se les atribuye su actividad antioxidante [30]) y orujo,

entre otros.

OH
Quercetina

HO 0

OH 0

Estructura general de
un flavonoide

1. Remover el OH en (1): flavona

2. Reemplazar el OH en (1) por el 3er anillo:
isoflavona
3.Reemplazar O en (2) con H: antocianina

4. Reemplazar el OH en (3) con azucary
remover los OH en (1) y (4): glicésido Monoglucésido de

S e 5 . 2 apigenina
5. Glicosido sin azucar: aglicona e

Figura 1.5: algunas estructuras generales de flavonoides.

Las antiocianinas son responsables de aportar color a algunos vegetales
(Figura 1.5). Su uso como colorante natural se ha incrementado debido a
sus propiedades beneficiosas para la salud [24]. Son altamente
susceptibles a las transformaciones quimicas debido a la accion de
agentes como la luz, la temperatura, el oxigeno, el pH, los solventes y los
iones metalicos. Debido a esta caracteristica, uno de los principales
desafios es su estabilizacion. En la piel de la uva se pueden encontrar los
siguientes compuestos: 3-O-glucosidos de malvidina, petunidina,

cianidina, peonidina y delfinidina [31].
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Los estilbenos estan formados por dos anillos aromaticos unidos mediante
una molécula de etileno (Figura 1.6). Se encuentran en muy pocas
cantidades en la dieta humana, el resveratrol, uno muy ocurrente, puede
existir en sus formas isoméricas, cis y trans, siendo trans-resveratrol el
compuesto de mayor actividad biologica (Figura 6). Este PF se encuentra
relacionado con la prevencion de enfermedades del corazon y con efectos
benéficos para contrarrestar procesos inflamatorios [32]. Se encuentran
en las plantas comestibles, especialmente en las uvas. Los estilbenos de
uva mas importantes son = resveratrol-3-O-fB-D-glucopiranésido,
resveratrol, piceatanol y dimeros de resveratrol, encontrandose también

algunas formas glucosiladas e isomeéricas.

Reswveratral

Figura 1.6: estructura del resveratrol, un estilbeno.

Los taninos, como el acido tanico, son fendlicos de peso molecular
relativamente alto, pueden ser clasificados en condensados e
hidrolizables. Los hidrolizables son taninos derivados de la familia del
acido galico, se pueden encontrar como polimeros de la glucosa con el
acido elagico, galico u otros [24]. Los condensados, en cambio, son
dimeros, oligomeros o polimeros del flavonoide catequina, también

llamados procianidinas, Figura 1.7.
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Figura 1.7: estructura quimica de una procianidina

En general los taninos tienen diversos efectos tales como, atrapar y
encapsular metales, pueden servir para precipitar moléculas, y también
por su efecto antioxidante [24|, ademas son responsables del sabor

astringente de frutas y bebidas [33].

1.2.1. Extraccion de PFs a partir de matrices vegetales

Los polifenoles se encuentran en la matriz de las materias primas de
origen vegetal y, para poder obtenerlos es necesario preparar extractos. La
técnica de extraccion mas ampliamente reportada para polifenoles del

orujo de uva es la extraccion solido-liquido por agitacion mecanica.

De acuerdo al método de contacto entre el material rico en compuestos
bioactivos con los solventes, las extracciones convencionales pueden ser
realizadas de dos maneras: en forma discontinua o continua [34]|. En
extraccion discontinua, se coloca una determinada cantidad inicial de
materia prima en un recipiente. Si se va a aplicar temperatura alta, éste
ha de permitir el reflujo del disolvente. Con este tipo de extraccion se han
elaborado gran cantidad de extractos, los cuales han permitido el estudio

de polifenoles y su capacidad antioxidante en materiales diversos [35]. En
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la extraccion continua se hace pasar una corriente continua de solvente

sobre una cantidad determinada de material sélido [34].

La eficiencia de extraccion puede mejorarse principalmente mediante
cambios en el tipo de disolvente, tamano de particula, temperatura y
tiempo de extraccion [24]. También pueden ser asistidas por ultrasonido,
microondas, facilitadas por tensoactivos, entre otras técnicas. En general,
la extraccion convencional con solventes, utilizando una mezcla de agua
con solvente organico, por ejemplo. Debido a la naturaleza polar de los
polifenoles, se solubilizan facilmente en medios proéticos polares tales
como soluciones hidroalcohélicas. Las soluciones acuosas de etanol,
metanol o acetona son capaces de extraer mas fenoles totales que un
solvente organico puro [36]. En el caso de orujo de uva, cuando se
compararon tres solventes (agua, agua: etanol (1: 1) y etanol) y tres
métodos de extraccion (asistida por microondas, asistida por ultrasonido y
Soxhlet), los autores determinaron que tanto la técnica de extraccion como
la polaridad del disolvente influyen en el rendimiento de la extraccion [37],
dando a entender que es importante una evaluacion de los factores para

cada caso.

La extraccion asistida por ultrasonido (ondas entre 20 kHz-10 MHz) ha
sido utilizada para facilitar extracciones. Cuando una onda de sonido pasa
a través de un medio elastico, induce el desplazamiento longitudinal de las
particulas, se puede generar una burbuja de cavitacion cerca de la
superficie del material. Dicha burbuja colapsa durante el ciclo de
compresion, y la alta temperatura y presion involucradas en el proceso,
destruyen las paredes celulares de la planta y liberan su contenido
soluble. Las principales ventajas son la reduccion del tiempo de
extraccion, el bajo consumo de energia y la mejor calidad del extracto en
comparacion con la maceracion convencional. La técnicas ya fue utilizada
para obtener fenolicos a partir de cascarilla de pistacho [38], [39].

También se ha utilizado ultrasonido para la recuperacion fenédlica de
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pieles de uva, logrando altos rendimientos en cortos periodos de tiempo

[40].

A pesar del gran numero de estudios sobre la recuperacion fendlica
descritos utilizando solventes organicos (y sus mezclas de agua), se ha
determinado que los compuestos fenodlicos pueden unirse de forma
covalente a polisacaridos complejos en las paredes celulares de matrices
de alimentos [41]. Los meétodos tradicionales de extraccion suelen ser
ineficientes para extraer estos "fenolicos no extraibles o unidos (FNE)"
[42]. Una cantidad considerable de compuestos fenolicos permanece en la
matriz [43]. Como consecuencia, grandes cantidades de posibles
sustancias promotoras de la salud podrian permanecer en el orujo. Los
FNE, se unen covalentemente a componentes estructurales de la pared
celular tales como celulosa, hemicelulosa (por ejemplo, arabinoxilanos),
lignina, pectina y proteinas estructurales en forma de varillas como se
describe graficamente en la Figura 1.8 [43]. Estos fitoquimicos
desempenan funciones importantes en la pared celular ya que
proporcionan barreras tanto fisicas como quimicas [44]. Los acidos
fenolicos, tales como los acidos hidroxicinamico e hidroxibenzoico, forman
enlaces éter con lignina a través de sus grupos hidroxilo en el anillo
aromatico y enlaces éster con carbohidratos estructurales y proteinas a

través de su grupo carboxilico, tabla I.II [44].
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» Componente estructural de ) .
Union Grupo reactivo del fenolico
pared celular

Eter Lignina Hidroxilos del anillo aromatico

Proteinas
Ester Acido carboxilico
Carbohidratos estructurales

Tabla LII: enlaces covalentes entre los fendlicos y los componentes de la
pared celular

Las frutas y verduras tienen la mayoria de sus fitoquimicos en formas
conjugadas libres o solubles. Los compuestos fenodlicos unidos
comprenden un promedio del 24% de los fenodlicos totales presentes en
estas matrices de alimentos [45]. Los ejemplos del contenido de FNE en la
fruta madura de nispero y la planta de palma aceitera tienen un 20,7% y
un 33,2% de contenido fenodlico unido, respectivamente [46]. Se observan
resultados similares al estudiar los perfiles fenolicos de las verduras. Las
semillas de papas y de cascaras de calabaza (comUnmente consumidas
como refrigerio) tienen 39.9% y 21.1%, respectivamente [47]. Para liberar
este tipo de compuestos, se pueden utilizar las reacciones de hidrolisis
acidas y alcalinas [48]. Las principales variables de estas hidrolisis
quimicas son la concentracion de acido/base, el tiempo de hidrélisis y la
temperatura. El tratamiento acido rompe los enlaces glicosidicos y
solubiliza los azucares, pero generalmente deja intactos los enlaces de los
ésteres. La hidrolisis acida a temperaturas elevadas provoca la pérdida de

algunos compuestos fenolicos [49].
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Fendlicos unidos en la
matrizde la fruta

Figura 1.8: unién ente los FNE y componentes estructurales de la pared
celular de una fruta.

Por otra parte, algunos autores reportan que los compuestos fenodlicos se
liberan mejor con hidrélisis alcalina que acida, reduciendo su pérdida
[50]. Los tratamientos alcalinos se usan comunmente para extraer acidos
fendlicos unidos y otros compuestos relacionados de los granos de
cereales [49]. La recuperacion de compuestos fenolicos no extraibles ya se
ha estudiado en la hidrolisis alcalina del orujo de arandano. En ese caso,
el tratamiento con hidroxido de sodio (1-4 M), durante periodos variables
de tiempo, ha demostrado ser eficaz en la liberacion de estos compuestos

fenodlicos unidos [51].

Otras alternativas para facilitar la liberacion de polifenoles durante la
extraccion involucran el cultivo de hongos, o las enzimas producidas por
los mismos. La fermentacion en estado soélido (FES) involucra el empleo de
un soporte solido donde se desarrolla un microorganismo, como un hongo
filamentoso, con bajo contenido de agua [52]. Los hongos son grandes
productores de enzimas extracelulares, por eso la FES ofrece la posibilidad

de procesar residuos agroindustriales que se pueden utilizar como
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sustratos para la produccion de enzimas, liberando PFs gracias a dichas
enzimas (especialmente hidrolasas). Por otra parte, la hidrolisis
enzimatica, consiste en la adicion de las enzimas puras (obtenidas
generalmente a partir de hongos), sobre un residuo para facilitar la
liberacion PFs [53]. Estas enzimas desempenan un papel en la
desintegracion de la matriz de la pared celular de la planta y, en

consecuencia, facilitan la extraccion de polifenoles [54], [55].

1.2.2. Determinacion del contenido fendlico total

La cuantificacion e identificacion de productos naturales se puede realizar
por diferentes métodos, uno de los mas ampliamente aplicados para
determinar cantidad de polifenoles totales es el de Folin-Ciocalteu (F-C).
Se realiza mediante una solucion de un amarillo intenso, o reactivo de F-
C, que contiene una mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato. La
naturaleza de la reaccion de este reactivo no ha sido realmente definida,
pero es capaz de reaccionar con cualquier sustancia reductora, no soélo
con fenodlicos. Se asume que la reaccion con el sustrato involucra una
reduccion reversible de uno o dos electrones. Durante el ensayo de F-C, la
reaccion entre los fenodlicos y el reactivo se produce a basico (el pH
aumenta por adicion del carbonato de sodio), y en esas condiciones, se
produce un anion fenolato, capaz de reducir el reactivo de F-C. Esta
reaccion da productos de color azul en solucion. La intensidad del color
azul se mide por A765. La intensidad del color se relaciona directamente
con la cantidad de polifenoles que se encuentran en la muestra [56]. Esa
relacion se logra generalmente mediante una curva de calibrado con acido
galico, por eso el resultado de la medida esta en equivalentes de dicho

compuesto.

1.2.3. Analisis de PFs mediante cromatografia liquida, principios
de funcionamiento

El ensayo de Folin-Ciocalteu se utiliza para la determinacion de fenoles
totales, pero para ahondar en el perfil fendlico de los extractos se requiere
de una técnica mas compleja [48]. En los ultimos veinte anos, la

cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) se ha empleado
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ampliamente para determinar y cuantificar cuales son los compuestos
fenodlicos presentes en los vegetales. Esta técnica de separacion esta
basada en una fase estacionaria soélida y una fase movil liquida. Un
sistema de bombeo administra cantidades exactas de fase movil desde los
recipientes hasta la columna mediante tuberias y uniones para altas
presiones. Generalmente, la separacion se logra por “fase reversa”,
empleando fases moviles polares y fases estacionarias no polares [57]. La
fase estacionaria es generalmente C18, con un diametro entre 2.1 y S mm

y un tamano de particula de 3 a 5 pm.

Después de ser disueltos en la fase movil u otra soluciéon apropiada, los
compuestos a separar se inyectan en la fase moévil automaticamente
mediante el uso de inyectores automaticos, que constan de un carrusel
para sostener los viales y un dispositivo de inyeccion, Figura 1.9. La fase
movil consiste usualmente en una mezcla de fases organica (metanol o
acetonitrilo) y acuosa, y estos son acidificados por un acido organico,

acético o formico [58].

En cuanto a la deteccion, la mayoria de métodos de CLAE usados
clasicamente y para usos de rutina requieren del uso de detectores
espectrofotométricos. Este tipo de detector consta de una celda de flujo
colocada en el extremo de la columna. Un haz de radiacion UV pasa a
través de la celda de flujo y se introduce en el detector, Figura 1.9. A
medida que los compuestos eluyen a través de la columna, pasan a través
de la celda y absorben la radiacion lo que da lugar a cambios
cuantificables en el nivel de energia [57]. Si el detector es un arreglo de

diodos (DAD), se denomina a esta cromatografia CLAE-DAD.
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Figura 1.9: esquema y principio de funcionamiento de un CLAE.

1.2.4. El espectrometro de masas como detector en CLAE

Los métodos de CLAE que utilizan detectores de luz UV-vis o que detectan
propiedades fluorescentes de las muestras, tienen la particularidad de que
no permiten obtener informacion sobre la estructura de los compuestos
detectados. Para tal fin, se puede utilizar un CLAE acoplado a un
espectrometro de masas que puede establecer la estructura de los
polifenoles separados. Este tipo de detectores se ha utilizado para
determinar polifenoles en plantas, frutas y vegetales [24], extractos y
residuos de agroindustrias como el orujo de uva [27], estableciendo la
composicion quimica y cuantificacion, para el caso de que se disponga de
estandares. La espectrometria de masas produce a partir de los analitos

iones en fase gaseosa, y utiliza el movimiento de iones en campos
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electromagnéticos para clasificarlos de acuerdo a la relacion masa/carga

de cada uno. Los espectrometros de masas constan de cuatro partes

fundamentales:

a) sistema de introduccion de muestra, desde el cromatografo hasta el
equipo,

b) una fuente de ionizacion, en la cual se produce un haz de particulas

ionizadas que vienen de la muestra,

) un analizador para separar las particulas ionizadas de acuerdo su
la masa,
d) un detector, donde los iones separados son acumulados Yy

caracterizados [59].

La asociacion entre la cromatografia liquida y la espectrometria de masas
se hizo posible mediante el desarrollo de técnicas de ionizacion a presion
atmosférica, que utilizan altos voltajes altos y nebulizacion para producir
iones en fase gaseosa, producen poca fragmentacion y tienen elevada
sensibilidad. En ionizacion por electrospray, el eluyente se convierte en un
aerosol cargado negativa o positivamente (dependiendo del AV en el
capilar) y un flujo de gas inerte calentado ayuda a la evaporacion del
solvente. Las pequenas gotas disminuyen su tamano mientras la carga de
la gota permanece constante. Este proceso se puede repetir muchas veces
formando gotas pequenas, que permiten el analisis de moléculas de
naturaleza polar, que se pueden cargar positivamente, como una amina, o
negativamente, como un acido. Es una técnica de ionizacion blanda que
no produce apenas fragmentacion, es decir, se produce el ion (M + H*) en

modo positivo y (M - H*) en negativo [59].

En cuanto a los analizadores utilizados, de tiempo de vuelo y el de triple
cuadrupolo estan entre los mas usados. El de tiempo de vuelo utiliza como
variable el tiempo que demora un ion generado y acelerado para llegar al
electrodo colector, que esta basada en su relacion masa/carga. Los iones

de la fuente son acelerados por un pulso de campo eléctrico. El de
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cuadrupolo esta formado por cuatro rodillos paralelos (cuadrupolo) por los
cuales circula una corriente continua afectando la trayectoria de los iones
moviéndose entre los rodillos. A través del filtro del cuadrupolo, solamente
pueden pasar los iones que tengan una relacion masa/carga especifica. El

resto es barrido como particulas descargadas.

1.2.5. Métodos de adquisicion de espectros y espectrometria de
masa/masa

Para la obtencion de espectros de masas de forma rutinaria, se utilizan
condiciones de baja resolucion. Asi, podemos obtener espectros de masas
en los que se representan las relaciones masa/carga con una precision en
la primera cifra decimal. Cuando se requiere determinar la masa exacta de
los iones detectados, se trabajara en alta resolucion. En técnicas de
EM/EM (acopladas a electrospray) es preciso seleccionar el ion a
fragmentar, por lo que es necesario un estudio previo de la muestra en
modo normal (EM) con el fin de observar los iones a fragmentar [60].
Teniendo en cuenta que al volatilizar e ionizar el analito de interés, va a
ser seleccionada en relacion a su m/z, la deteccion de ésta se producira
en forma aislada de cualquier otra especie neutra, o ionizada pero con un

m/z distinto.

En los casos en los que se hace necesario un mayor grado de
discriminacién, como una matriz complicada o cuando la concentracion
del analito es muy baja, se puede filtrar la muestra en el analizador antes
de que llegue al detector, y observar aquellos analitos de interés,
utilizando fragmentacion masa/masa (EM/EM). En el caso de los equipos
de triple cuadrupolo, en un primer paso el eluyente previamente
volatilizado e ionizado, pasa a través del primer cuadrupolo donde se
enfoca un ion en relacion a su m/z. Dicho ion precursor es transferido a
un segundo cuadrupolo, donde interacciona con un gas de colision y es
fragmentado. Finalmente, el tercer cuadrupolo se focaliza en uno o varios

de los iones producto de la fragmentacion del ion precursor.
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1.2.6. Determinacion de capacidad antioxidante por
equivalentes de Trolox

Debido a que los fenodlicos son apreciados entre otras cosas por su
actividad biologica antioxidante, es interesante correlacionar el contenido
de fenoles con la actividad antioxidante de un extracto. Una de las formas
de medir la actividad antioxidante es mediante el acido 2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) o ABTS, que puede ser oxidado a radical
cation, ABTS'* mediante el uso de persulfato de potasio dando una
solucion intensamente coloreada verde azulado. La presencia de
antioxidantes en el medio produce una disminucion de la intensidad de
ese color y permite medir la capacidad antioxidante de la muestra
mediante A734 nm_ T a absorbancia medida por reaccion entre el ABTS**y el
antioxidante se contrasta con una curva de calibrado preparada con
soluciones de Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico), en las mismas condiciones. El resultado de este ensayo se
expresa en capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox [61]. Este
método frecuentemente elegido porque permite determinar la capacidad
antioxidante distintos tipos de matrices como semillas [62], plantas
medicinales [63] frutas y vegetales. Se destacan como las ventajas que
posee el meétodo, la solubilidad del radical en soluciones acuosas y

organicas.

1.3. Diseno experimental para optimizacion de un proceso

Un experimento disenado es una prueba donde se inducen cambios
deliberados en las variables de entrada (o factores controlables, Figura
1.10) de un proceso o sistema, de forma tal que pueda permitir detectar
las causas de la variacion en la respuesta o salida [64]. Por lo general,
realizamos primero experimentos para generar datos a partir del sistema
en estudio, y entonces usamos la informacion provista por el experimento
para arribar a nuevas teorias, que llevan a preparar nuevos experimentos,

y asi continuar.
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Figura 1.10: representacion general de una transformacion quimica.

Los disenos experimentales se utilizan frecuentemente para optimizacion
de diferentes condiciones de un sistema, como ser mejorar el rendimiento
de separacion cromatografica, u elevar la eficacia de una extraccion [64].
Entre los factores controlables, algunos tienen efecto sobre la respuesta
(significativos) y otros que no lo son. La aplicacion del diseno es la forma
mas eficaz de identificar y optimizar los primeros. De esa forma, se puede
lograr un resultado 6ptimo con menos ensayos experimentales [64, 65].
En la Figura 1.11 se presentan los pasos que se pueden emplear en este

analisis:

Comprensidn y Eleccidn de los factores Seleccidn de |a
plantec del problema |y niveles de los mismo; »| variable de respuesta

V

e < e Eleccian del diserio

Andlisis de datos | f— experimentos 4———| experimental

Figura 1.11: procedimiento para llevar a cabo un experimento diserniado.
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1.3.1. Seleccion de factores, screening por diseino factorial

Los disenos factoriales pueden estudiar mas de un factor en dos o mas
niveles. Se utilizan disenos factoriales de dos niveles para fines de
screening que permitan determinar los efectos principales (factores sin
interaccion) y de interacciones dobles o triples de los factores
considerados, utilizando un menor numero de experimentos [64, 65]. En
estos disenos, se incluyen combinaciones de diferentes niveles de factores,
a partir de las cuales se pueden calcular los efectos de las interacciones
entre factores. Tales disennios son mas eficientes para tratar un gran
numero de variables que el realizar experimentos modificando una
variable por vez. Generalmente, los factores se codifican, facilitando los
calculos y estandarizando las variables (eliminando las unidades de
medida originales), e incrementando la precision al estimar los coeficientes

del modelo.

Para determinar los efectos relativos de un factor, se recomienda el
analisis de nivel de factor codificado porque los coeficientes del modelo
son adimensionales y, por tanto, directamente comparables [64]. El
analisis de varianza (ANOVA) puede ser la base para el analisis de un
disefio factorial y para el ajuste del modelo. Los disenios factoriales se
clasifican en dos categorias; disefnio factorial completo y disenos factoriales

fraccionales [60].

Un disenno factorial completo de dos niveles podria ser util para el
screening cuando es necesario estudiar pocos factores [67], en €l se
incluyen todas las combinaciones posibles de las variables de entrada y
sus niveles. El diseno factorial completo se define por 2n, siendo n el
numero de factores [66]. Cada factor tiene dos niveles: "alto" y "bajo" que
se expresan como '+1'y '-1'. Para evaluar un numero relativamente grande
de factores, se necesitan muchos experimentos, lo que no es factible
econoémica ni practicamente. Los efectos de los factores sobre una
respuesta pueden ser estudiados bajo un enfoque econdémico y practico
mediante un estudio factorial fraccional [68]. El factorial fraccional es un

subconjunto representativo de un diseno factorial completo. Una fraccion
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del diseno factorial completo permite obtener la informacion deseada con
una precision suficiente, puede examinar f factores en dos niveles

mediante la realizacion de 2F-V experimentos (V = 1,2,3,...,n) [64, 67, 69].

1.3.2. Optimizacion del experimento

El enfoque de diseno de experimentos generalmente comienza por un
screening para seleccionar los factores importantes y continiia con un
paso de optimizacion para encontrar las condiciones 6ptimas para ajustar
los factores. La optimizacion por superficie de respuesta puede ayudar
para refinar graficamente los modelos después de haber determinado los
factores que son significativos utilizando un diseno de screening. La
respuesta grafica (la superficie) es la representacion de una respuesta
matematica (la ecuacion que contiene los términos). Cuando se incluyen
términos de interacciones entre factores (la ecuacion se vuelve un poco

mas compleja), esto permite modelar la curvatura en la respuesta.

Hay dos tipos principales de disenios de superficie de respuesta: diseno
central compuesto (DCC) o diseno de Box-Behnken (DBB), Figura 1.12.
Los DCCs se utilizar cuando se pretende aplicar un experimento
secuencial, ya que estos disefios permiten incluir informacion de un
disefio factorial de un screening que lo preceda [65, 69]. Los disenos de
Box-Behnken tienen generalmente menos puntos (requieren menos
experimentos) que los DCC y, por consiguiente, resulta menos costoso

ejecutarlos para un mismo numero de factores.

. H
114+ Puntos factoriales ' .

Puntos axiales centrados

en las caras .

1

Puntos axiales no . H .

centrados en las caras '

Puntos centrales /‘ '

Box-Behnken

Figura 1.12: disenno DCC centrado en las caras y DBB.
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Podemos establecer una comparacion entre Box-Behnken (alternativa mas
economica) y central compuesto en términos de numero de factores y
experimentos. Por ejemplo, si un experimento tiene 4 factores continuos,
el estudio del mismo requerira 31 DCC y 27 utilizando DBB, no es una
gran diferencia. En cambio, aumentando el numero de factores a 7, el
numero de experimentos de DBB baja mucho respecto de DCC,
requiriendo 152 experimentos para un DCC y 62 para un DBB. Estos
disennos siempre tienen 3 niveles por factor, a diferencia de los DCCs, que
pueden tener hasta 5. Los disenos de Box-Behnken tienen combinaciones
de factores que estan en los puntos medios de los bordes del espacio
experimental, Figura 1.12, y requieren al menos tres factores continuos
(contra 2 para un DCC). El disefio BB es util para evitar experimentos que
se encuentran en condiciones extremas porque las combinaciones entre el

nivel mas alto y mas bajo para cada factor no son incluidas.
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Capitulo 2: Utilizacion de proteinas de suero de leche para la reduccion de
la astringencia de vino tinto

Creemos que no hay color, pensamos que no es dulce, pensamos que no es

amargo, pero en realidad hay atomos y el vacio.

- Democrito
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2.1. Introduccién

El vino tinto es una bebida rica en compuestos fenodlicos, que han demostrado
ser responsables de muchos de sus beneficios para la salud. Las actividades
biologicas atribuidas a dichos compuestos son variadas: antioxidante,
preventiva del cancer, antiinflamatoria y antihipertensiva, entre otras [25].
Ademas de la clasificacion presentada en el capitulo uno, se muestra una
clasificacion simple de los polifenoles en la Figura 2.1. Podemos distinguir a los
taninos como polifenoles de elevada polimerizacion, de peso molecular mayor a
500 Da, y que tienen la capacidad de precipitar a la gelatina en solucion. En el
vino, los taninos son responsables de algunas propiedades sensoriales no
deseadas, como opacidad del producto, excesiva coloraciéon y turbidez por
combinarse con proteinas del vino, disminucion de la estabilidad en solucion a
largo plazo. Ademas le confieren al vino la propiedad sensorial de astringencia,
una sensacion de sequedad o aspereza en la boca, asociada con las
interacciones entre los polifenoles de vino y ciertas proteinas de la saliva ricas
en prolina. La capacidad de precipitar proteinas es la caracteristica definitoria

de los compuestos conocidos como taninos.

La definicion de taninos como "compuestos fendlicos solubles en agua que
tienen pesos moleculares entre 500 y 3000 con capacidad de precipitar
alcaloides, gelatina y otras proteinas" auin nos proporciona una comprension
muy Util de compuestos quimicamente muy diversos [70]. Proteinas como la
caseina, gelatina, albumina de huevo, entre otras, pueden ser utilizadas para
reducir la astringencia de una bebida o clarificarla. En el proceso de
produccion del vino, estas proteinas son utilizadas para influenciar la claridad,
las caracteristicas sensoriales y la capacidad de envejecimiento de los vinos,
debido a su importancia, se ha comenzado a explorar otras fuentes naturales

de compuestos capaces de reducir astringencia [71].
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Figura 2.1: clasificacion de polifenoles.

El suero de leche tiene relativamente bajo valor comercial y representa una
alternativa para la obtencion de proteinas que pueden interactuar con los
compuestos fenodlicos. La adicion de leche al té, por ejemplo, resulta en la
formacion de complejos entre proteinas de la leche y las catequinas del té, sin
afectar la biodisponibilidad de dichos compuestos [72]. Las proteinas del suero,
en particular la beta-lactoglobulina (BLG), ha sido capaz de interaccionar con
los polifenoles en el té y ha complejado otros polifenoles modelos [73]. Pese a
esto, dicha proteina nunca ha sido aplicada a la reduccion de la astringencia
de bebidas. La BLG es una pequena proteina globular de 18.350 Da, que posee
una region hidroféobica que muestra una afinidad intermedia por moléculas

como los polifenoles. Esta proteina tiene algunas ventajas tecnologicas para su
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aplicacion en vino: es economica, de calidad alimentaria y no téxica, capaz de
solubilizar y proteger moléculas hidrofobicas biologicamente activas en medios

acuosos.

El mecanismo de interaccion entre fenoles y proteinas de la saliva implica un
mecanismo de multiples pasos. Primero, se produce una atraccion hidrofébica
reversible entre los polifenoles y las proteinas de conformacion desordenada,
para dar un complejo soluble. En segundo lugar, mas polifenoles son anadidos
al complejo y se produce el entrecruzamiento de los péptidos. Finalmente, al
continuar la agregacion, hay una separacion de fases y precipitacion de los
complejos insolubles, Figura 2.2 [74]. Algo similar podria ocurrir con otras

proteinas que precipitan polifenoles.

olifenol

Solucién traslicida

Proteina desordenada de saliva

..

Unién de polifencles a la

proteina y compactacion

Precipitacion

Entrecruzamiento y dimerizacién

Formacién de complejos agregados

Figura 2.2: esquema propuesto por para explicar el mecanismo de interaccion
entre polifenoles y proteinas que da lugar a la precipitacién de los complejos
agregados.
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La afinidad de union de complejos proteina-tanino podria estar correlacionada
negativamente con la digestibilidad y la capacidad antioxidante [75]. Ademas,
al aplicar un agente proteico al vino, parte de los polifenoles precipitan y se
pierden. El mantenimiento de las propiedades beneficiosas del vino justifica el

estudio de las interacciones fenol-proteina [76].
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Materiales

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico, la betalactoglobulina
bovina (BLG), albumina de suero bovina (BSA), solucion de acido bicinconinico
(acido bicinconinico), solucion de sulfato de cobre, DEAE Sepharose®, cuajo,
ovoalbumina, acido tanico, acido tartarico, monofosfato de potasio, difosfato de
potasio, hidroxido de sodio, sodio cloruro, acido -clorhidrico, acido
trifluoroacético (TFA), metanol, etanol, metilcelulosa, sulfato de amonio,
acetonitrilo, catequina, epicatequina, acido galico y gelatina de piel bovina de
grado B se adquirieron de Sigma-Aldrich (Dorset, UK). Membranas de
microfiltracion de hoja plana (0,45 micras), filtros para jeringa PVDF (0,45 m)
se obtuvieron de Millipore Corporation (Bedford, Reino Unido). La enzima
proteasa N 'Amano' de Bacillus subtilitis se adquiri6 de Amano Enzyme Inc.
(Nagoya, Japon). Sephadex LH-20 proveniente de GE Healthcare Lifesciences,
Buckinghamshire, Reino Unido. La leche pasteurizada descremada y el vino
tinto "La Chasse”™ Merlot (grado alcohodlico 13%, 2012, Francia) fueron

comprados en el supermercado.

2.2.2, Preparacion de suero y purificacion de BLG

La leche descremada se calenté a 35 °C en un bano de agua y luego se agrego
cuajo (0,3 mL/litro de leche). La mezcla se agitdo suavemente durante 2
minutos utilizando el mismo bano de agua con agitacion orbital. Se detuvo la
agitacion y se dejo incubar durante una hora. Luego, el coagulo de caseina se
cort6 en cuadrados pequenos para permitir que el lactosuero restante drene,
incubando durante 20 minutos adicionales. A continuacion, el coagulo se
recogio y se filtro para drenar la mayor parte del suero mediante vacio. El
suero se centrifugdé a 3200 RCF durante 10 min y se filtré el tltimo residuo de
caseina. A continuacion, el suero de leche dulce fue fraccionado para obtener
BLG purificada [77]. Una membrana de nitrocelulosa se colocoé en una celda de
concentracion Amicon de 150 mL agitada magnéticamente. Se anadieron 100
mL de suero de leche (pH 6,4) y 10 mL de resina de dietilaminoetanol sefarosa
pre-hinchada a la celda y se agito durante 10 min. La mezcla se filtré a través

de la membrana, con la ayuda de presion de aire. La resina se lavo con buffer
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fosfato de potasio 10 mM a pH 6,5 y se eluyeron las proteinas indeseadas con
buffer fosfato de potasio 10 mM a pH 4,5. Para obtener la fraccion enriquecida
de BLG, la misma fue desorbida y eluida con buffer fosfato de potasio 10 mM a
pH 4,5, conteniendo NaCl 0,5 M. El contenido total de proteina se analiz6 por
acido bicinconinico, y se utilizo CLAE para el analisis cualitativo de las

proteinas.

2.2.3. Contenido de proteinas totales

En primer lugar, la muestra o estandar (100 uL) se mezclé con 2 mL de reactivo
acido bicinconinico. En segundo lugar, la mezcla se calenté a 37°C durante 30
min, y luego se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 5 min.
Finalmente, se determindé la absorbancia de todas las muestras, con un
espectrofotometro a A = 562 nm, midiendo todas las muestras en menos de 10
min. El blanco se prepardé reemplazando proteina con agua y se utilizo

albumina de suero bovino como estandar para realizar la curva de calibrado.

2.2.4. Analisis de proteinas de suero de leche por CLAE

Las principales proteinas de suero de leche (BLG, alfa-lactalbumina, albimina
de suero bovino) se pudieron identificar usando HPLC, por un meétodo
adaptado a partir del trabajo de Thoma [78]. Las muestras de contenido
proteinico total conocido se filtraron a través de un filtro PVDF de 0,45 pm y se
analizaron mediante un HPLC Dionex con una bomba P680, un inyector de
muestra automatizado ASI-100, un compartimiento de columna termostatizado
TCC100, un detector de arreglo de diodos PDA-100 con columna C-18 (250 x
4.6 mm). Se utiliz6 un gradiente de disolvente A (0,1% de TFA en agua) y
disolvente B (0,08% de TFA en ACN) de la siguiente manera: B 0-45% entre O-
60 min, B 45-70% entre 60-65 min, 70% B entre 65-75 min, y finalmente 0% B
entre 75-90 min. La temperatura de la columna se ajusté a 40 ° C. El caudal
fue de 0,8 mL/min, el volumen de inyeccion fue de 50 pl y la absorbancia de

las muestras se registro a 214 y 280 nm.
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2.2.5. Tratamientos proteicos realizados sobre el vino y
determinacion de astringencia

Las muestras de vino (4 mL) y la solucion de proteina (1 mL) se mezclaron en
pequenos frascos mediante agitador vortex, de forma tal de obtener
concentraciones de proteina final en la mezcla de 0,1 - 0,5 mg/mL. Para
determinar astringencia, se utilizaron soluciones de acido tanico de
concentracion (0,2 - 1,0 g/L) y de ovoalbumina de (0,4 - 3,2 g/L). Para
solubilizar dichos estandares, se preparé6 una solucion similar a vino en
composicion usando etanol, acido tartarico y el hidroxido de sodio para ajustar
el pH a 3,5 [79]. Para cada concentracion de acido tanico de la curva o
muestras de vino, se prepararon tubos con 200 uL de solucion de
concentracion creciente de ovoalbumina, como se describe. A cada tubo se
anadieron 200 uL de solucion de acido tanico o muestra de vino. Los tubos se
prepararon por triplicado, se agitaron en vortex, y después de 10 min, las
muestras fueron centrifugadas a 11700g durante 10 min. Los sobrenadantes
resultantes (0,1 mL) se diluyeron con agua destilada (4,9 mL) y por ultimo, la

absorbancia se midio a 280 nm [79].

2.2.6. Perfil fenolico de vinos por CLAE

Las muestras de vino se filtraron a través de un filtro de nylon de 0,45 um de
tamano de poro. Un volumen de 30 uL de cada una fue inyectado en el sistema
cromatografico, consistente en un CLAE Hewlett-Packard 1100 equipado con
desgasificador, bomba cuaternaria y detector de matriz de arreglo de diodos
(Agilent Technologies). La separacion se realizé en una columna de fase reversa
C18 Nova Pak (250 x 4.6 mm; tamano de particula 5 um; 30°C), equipado con
un guarda-columna Phenomenex Cyano (4 x 3 mm). Se emplearon dos fases
moviles: A (agua: MeOH: acido formico, 95:4,9:0,1% v/v) y B (acetonitrilo: acido
formico, 99.9: 0.1, v/v), y el gradiente fue: 5 % B (min 0); 31% B (26 min); 50%
B (34 min); 90% B (38 min) y 5% de B (42 min). El flujo de solvente fue de 0,8
mL/min. Cada muestra se llevo a cabo por triplicado y la deteccion procedio a
280, 320, 365 y 520 nm. La presencia de acido formico en los disolventes de
elucion para mantuvo el pH por debajo de 2.5, asegurando que las

antocianinas estan presentes como una sola especie (cation flavilio). Algunos
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compuestos mayoritarios fueron identificados por comparacion de sus tiempos

de retencion y espectros de UV con aquellos de estandares puros.

2.2.7. Purificacion de de PFs de uva

Los taninos se aislaron de orujo de uva por cromatografia en Sephadex LH-20
(Deaville, Green et al. 2007). El orujo de uva (3 g) se disolvio en 25 mL de
metanol:agua (1:1) bajo una corriente de nitrogeno durante 60 min a 50 °C. La
solucion se centrifugo (1400 RCF), y se aplico a una columna con 1.8 g de
Sephadex hidratado con 15 mL de metanol:agua (1:1). Las dimensiones de la
columna fueron 6 cm de longitud y 0.6 cm de diametro. Los polifenoles de tipo
catequinas monoméricas fueron eluidas en parte con el solvente de extraccion
de orujo, y luego mediante la adicion de S0 mL de metanol/agua (1: 1, v/v). En
segundo lugar, una fraccion de tanino se eluy6 con acetona/agua (7: 3, v/v; 30
mL). Acetona y metanol fueron evaporados en vacio a 35 °C de las fracciones y
luego la fase acuosa se congeld y se liofilizé durante 2 h. Las catequinas (132.2
mg) y taninos (32.2 mg) aislados se almacenaron a -20 °C hasta preparar

soluciones y medir por CTI.

2.2.8. Calorimetria de titulacion isotérmica

Para investigar la naturaleza de la interaccion, se utilizé6 un calorimetro ITC200
(MicroCal, Northampton, MA 01060 EE.UU). En un experimento tipico,
soluciones de gelatina y BLG (macromoléculas) en buffer pH 4,00 (0,2mg/mL)
se colocaron en la celda (206 uL) y soluciones de polifenol (ligandos) en buffer
pH 4,00 (3-8,8 mg/mL) fueron cargados en la jeringa de inyeccion, a 25 °C y se
midieron los cambios de entalpia asociados con las interacciones proteina-
fenol. Los taninos se titularon en la celda de muestra como una secuencia de
33 inyecciones de 1,2 uL. Para permitir que la temperatura se equilibre, se
separaron dos inyecciones sucesivas por un tiempo de 250s. El contenido de la
celda de muestra se agitdo durante todo el experimento a 800 rpm para
asegurar una buena mezcla y el pH fue comprobado después de la preparacion
de las soluciones. Todas las soluciones se desgasificaron previamente durante
10 min para evitar que las burbujas afectaran las mediciones y se controlo el
peso de las soluciones, asegurando que el buffer acetato no se hubiera

evaporado. Las mediciones se hicieron por duplicado y los datos preliminares
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se obtuvieron como una diferencia de calor (ucal/seg) vs tiempo. Los
experimentos de control incluyeron calores de dilucion de la titulacion de
soluciones de tanino sobre buffer, buffer sobre proteina y buffer sobre buffer,
los dos fueron despreciables. Se utilizo el software ORIGIN Microcal para el
ajuste iterativo de curvas de union, ajustando las funciones termodinamicas
AG° y AS°, el modelo y los parametros de union polifenol-proteina de acuerdo a

las siguientes ecuaciones,

Q= (VCAHO/ZK)[1+ K[L} +nKk[M ]t —\/(1+ K[L} +nk[ME )2 —ank?[M}r L) }

AG = —RTInK

. (AH° — AG®)

A
5 T

donde Vc es el volumen de la celda, [L]r es la concentracion de ligando total y

[M]r la concentracion de la macromolécula total [80]



40
Capitulo 2: Utilizacion de proteinas de suero de leche para la reduccion de la
astringencia de vino tinto

2.3. Resultados

2.3.1. Reduccion de astringencia en vino por adicion de BLG

Las muestras de suero se prepararon mediante una combinacion de
intercambio idnico y microfiltracion y la astringencia se evalu6 mediante un
método de analisis desarrollado por Llaudy et al [79] que se basa en la
precipitacion de los taninos por ovalbumina. Se decidi6 evaluar la astringencia
por este método debido a que los autores reportaron una buena correlacion
entre el método de analisis y la evaluacion sensorial de la astringencia en
diferentes vinos. En nuestro trabajo, se modificaron los volumenes de estandar

necesarios para la preparacion de las muestras y de la curva de calibracion.

Realizamos tratamientos con proteinas sobre un vino de variedad Merlot, por
ser uno de los cultivares tintos mas extendidos y, en cuanto a sus propiedades
sensoriales, uno de los mas astringentes. El color transparente y brillante del
vino comercial se volvio ligeramente turbio después de la adicion de las
proteinas, indicando la formacion del complejo entre las proteinas y polifenoles
[81]. El método de precipitacion de ovoalbumina utilizado para la estimacion de
la astringencia condujo a una disminucion en la medida de A280 nm, debido a
la precipitacion de los taninos. Se preparé una grafica que relaciona la
concentracion de albuimina con el logaritmo (Log) de la absorbancia [79]. La
pendiente de las ecuaciones obtenidas a partir de las curvas logaritmicas
aumenté con la concentracion de acido tanico (Figura 2.3). La curva de
calibrado obtenida a partir de la concentracion de acido tanico y la pendiente

fue lineal (coeficiente de regresion igual a 0,998).
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Figura 2.3: curva de calibrado del método analitico para astringencia, a) Abs280
vs concentracion de ovalbumina para las soluciones de estandar de dcido tanico,
b) Abs280 vs Log concentraciéon ovalbumina.

La astringencia del vino control, sin tratar, fue de 0.535 mg/mL, dentro del
rango de valores informado por Llaudy (0.112-0.566 mg/mlL). La BLG fue
utilizada en concentraciones de 0.1 y 0.5 (mg/mL), que pueden ser utilizadas
comercialmente en clarificacion de vinos por proteinas, donde, por ejemplo, la
dosis maxima recomendada de caseina es 0,6 mg/mL [13]. La adicion de BLG
condujo a una disminucion significativa en la astringencia del vino tinto
comercial a las dos concentraciones de proteina estudiadas, expresadas en
porcentaje de reduccion del 19% (0,1 mg/mL) y 26% (0,5 mg/mL). La BLG
estandar y la purificada tuvieron eficacias similares en la reduccion de la
astringencia y la reduccion de la astringencia por BLG fue similar a la de la

gelatina.

La reduccion de la astringencia de estas proteinas fue comparable a la
reportada [13] para el caseinato de potasio, un agente clarificante comercial
que cuando se anadio a 0,6 mg/mL produjo una reduccion de la astringencia
del 19% en el vino. Se han reportado numerosos polifenoles capaces de
interaccionar con diferentes tipos de proteinas, como la albumina de suero

bovino y albumina-a amilasa humana [75]. Los taninos tienen mayor afinidad
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por proteinas, polipéptidos y polimeros, cuanto mas grandes y mas altos en
contenido de prolina sean, mejor. Ademas, favorece la interaccion una
estructura de proteina poco compacta, desenrollada tal como gelatina,
mientras que la afinidad es mas baja para las pequenas proteinas globulares
[82]. Pese a ésto, en nuestro trabajo pudimos demostrar que BLG, una proteina
globular relativamente pequena, fue capaz de interaccionar con polifenoles

para reducir la astringencia de manera similar a la gelatina.

2.3.2. Identificacion de compuestos fenélicos por CLAE

Algunos fenodlicos modelo representativos pudieron ser identificados en el vino
empleado, utilizamos fenoles estandar para detectar cambios en su
concentracion cuando el vino se trata con BLG. Se analizaron, en orden de
elucion, los siguientes estandares: acido galico, catequina, acido caféico,
epicatequina y acido p-cumarico (Figura 2.4a) de los cuales los primero 3
pudieron ser detectados en las muestras de vino analizadas. La Figura 2.4b
muestra el perfil de CLAE de los polifenoles en el vino tinto antes y después de
ser tratado con BLG y gelatina, utilizando un método adecuado para visualizar
antocianinas y polifenoles de tamano pequeno a medio. En general se observan
pocos cambios respecto del cromatograma control, los tratamientos proteicos
no alteraron los picos de fendlicos modelos detectados en el vino. En cambio,
toda la region del espectro asociada a los taninos baja aproximadamente un
25% en altura de picos (y concentracion), para ambos tratamientos proteicos.
Estos datos abonan la teoria de que las antocianinas no son afectadas por el
tratamiento en la misma medida que los taninos, como se puede observar por
la reduccion de astringencia producida. Un resultado similar habia sido
informado para gelatina [83], en ese caso la extension de la interaccion entre
procianidinas y proteinas aumentaba con el grado de polimerizacion de la

procianidina y la concentracion de la proteina.
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Figura 2.4: perfil de elucion por HPLC de a) estandares utilizados para identificar
polifenoles en el vino, b) superposicion de las A280 obtenidas en los
cromatogramas de vino control (azul), vino tratado con BLG (verde) y vino tratado
con gelatina (rojo).

2.3.3. Analisis de trazas de proteinas en los vinos después de los
tratamientos

Bajo una nueva directiva de la comunidad europea vigente desde 2012, los
fabricantes de vino deben informar en su etiqueta los vinos que contengan mas
de 0,25 mg/L de residuos potencialmente alergénicos [84]. Para evitar la
posibilidad de que exista un riesgo alergénico para los consumidores de vino

derivada de su utilizacion, se evaluo la presencia de proteina residual en el
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vino tinto. Para demostrar la ausencia de residuos del tratamiento, se disolvio
la proteina BLG purificada en vino sintético, a la concentracion utilizada en el
tratamiento del vino y se analizo por CLAE su senal a diferentes
concentraciones, Figura 2.5a. Luego, una muestra de vino se tratéo con BLG
purificada en concentracion 0,4 mg/mL de proteina. En la Figura 2.5b, se
puede observar la muestra tratada y filtrada, en la cual no se pudo detectar
senal de BLG (t.r. = 61 min). Se pudo demostrar que no hay residuos proteicos,
ya que al preparar sucesivas diluciones, encontramos que el limite de deteccion
de la BLG estuvo por debajo de 0.04 mg/mL, concentracion a la cual aun

pudimos visualizar claramente el pico de la proteina.
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Figura 2.5: a) solucién de BLG (0.4 mg/ mL) en vino sintético, b) Vino tratado con
BLG y filtrado.
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2.3.4. Purificacion de PFs por exclusion molecular y caracterizacion
de la union polifenol-proteina.

Se purificaron dos fracciones de compuestos a partir de un concentrado de
vino, mediante cromatografia en Sephadex LH-20. Los cromatogramas
obtenidos al analizar estos compuestos purificados por CLAE se encuentran en
la Figura 2.6. La primer fraccion (no tanica), fue obtenida por elucion con
metanol:agua y presenta unos pocos picos puros de t.r. bajos, polifenoles
polares (PFPs), de relativamente bajo PM [85]. De acuerdo con el analisis por
HPLC y comparacion con estandares, detectamos algunos compuestos
benéficos para la salud, como (-)-epicatequina y acido p-cumarico. Siguiendo el
método de purificacion de Deaville, en la fraccion final, eluida con
acetona:agua, no hay dichos PFPs, sino una compleja mezcla de taninos

purificados (TPs) [85].
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Figura 2.6: Deteccion de las distintas fracciones obtenidas en la purificacién de
antocianinas y taninos a partir de residuos de vino (A = 280 nm).
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Se utiliz6 CTI para estudiar la interaccion de BLG y gelatina frente a los
polifenoles purificados, sus ventajas son su sensibilidad elevada y la deteccion
“universal” de interacciones que permite. CTI ya habia sido utilizado para la
medicion de las interacciones entre proteinas y taninos, inclusive utilizando
mezclas de fendlicos como ligandos en lugar de fenoles puros [33], [85], [86].
En este caso obtenemos informacion sobre un promedio de las interacciones

que tienen lugar.

Se pudieron detectar interacciones apreciables para los taninos aislados, tanto
con BLG como con gelatina, lo que demuestra una significativa afinidad de
union. Los valores obtenidos cuando los datos se ajustaron a un modelo de
union -de n sitios independientes y equivalentes- sugirieron en algunos casos
una relacion tanino:proteina elevada con una afinidad intermedia. Las
isotermas de union para la interaccion de los taninos con proteinas se
representaron graficamente como cambios de entalpia vs relacion molar
fenol:proteina (Figura 2.7). Las constantes de union en equilibrio (K) obtenidas
para la interaccion de taninos (10 mg/mlL) con gelatina (0,2 mg/mL) fue de
2,17 x 10* M-, Figura 2.7a y 2.7b, y la estequiometria de union de 12,2 : 1.
Debido a la alta viscosidad provocada por la gelatina en solucion y la causada
por la formacion de complejos de tanino-gelatina, el equilibrio termodinamico
entre las inyecciones se produjo lentamente, y los tiempos de equilibrio fueron
aumentados. En el caso de la titulacion de BLG con TPs, se utilizaron las
mismas concentraciones y la constante de equilibrio obtenida fue de 2.71x10%,
con una estequiometria de 62,2 : 1 se obtuvieron para la reaccion (Tabla ILI).

En ambos casos, las afinidades resultaron intermedias.
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Figura 2.7: la curva de titulacion a) e integracién de la curva b) corresponden a
las titulaciones de gelatina (0,2 mg/mL) usando TPs (10 mg/mL). La curva e
integracion c) y d) corresponden a las titulaciones de BLG (0,2 mg/mL) con TPs
(10 mg/ mL).

Por ultimo, se midieron las interacciones de las proteinas seleccionadas y
PFPs. Esta vez, no hubo interaccion de los polifenoles con BLG o gelatina, lo
que indicaria una baja afinidad de union para ambos casos (Figura 2.8). Como
puede observarse, Tabla II.I, un alto numero de PFPs se unen
inespecificamente a ambas proteinas pero con muy baja afinidad (constantes
de orden 10!). Existe una mera adsorcion fisica y no una union especifica

ligando-macromolécula.
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Muestras AH AS
n k (M-1)
(jeringa/celda) (kcal/mol) (ca:ér)nol
TPs (10mg/mL)  Gelatina (0,2mg/mL) 12,2 2,17 10 -7,10 -3,96

TPs (10mg/mL)  Gelatina (0,2mg/mL)

3 - -
+NaCl (200mM) ~ +NaCl (200mm) 00388 37610

PFPs (10mg/mL)  Gelatina (0,2mg/mL) 20,5 1,91 10 - -

TPs (10mg/mL)  BLG (0,2mg/mL) 622 2,7110°  -13,9 -28,5

TPs (10mg/mL) BLG (0,2mg/mL)+

4
+NaCl (200mM) NaCl (200mM) 44,7 1,93 10 -11,7 -19,6

PFPs (10mg/mL)  BLG (0,2mg/mL) 193  2,6810" - -

Tabla IL.I: Parametros de uniéon y funciones termodinamicas de TPs y PFPs a
gelatina y BLG determinados por ITC.

Los valores negativos obtenidos de AH (formacion de enlaces) y AS (disminuciéon
del desorden) para ambas proteinas interaccionando con TPs, demuestran una
naturaleza mayoritariamente electrostatica de la interaccion. El aumento de la
fuerza ionica del medio por adicion de NaCl 200mM provocoé en ambos casos la
disminucion del nimero de moléculas unidas y de la afinidad de las proteinas
por los TPs. Estos resultados son coherentes con el caracter electrostatico de la
interaccion y muestran una mayor influencia de inhibicion sobre el sistema

TPs-gelatina que en TPs- BLG.

La BLG mostré un muy alto numero de sitios de union de muy baja afinidad, lo
que indicaria que los PFPs podrian estar recubriendo la superficie de la
proteina de un modo inespecifico, formando complejos incapaces de precipitar.
Esto constituye otra evidencia de que el tratamiento puede mantener las

propiedades terapéuticas del vino. En algunos casos se ha observado que BLG



49
Capitulo 2: Utilizacion de proteinas de suero de leche para la reduccion de la

astringencia de vino tinto

puede aumentar la solubilidad de ciertos compuestos en vino, el resveratrol ha

aumentado su solubilidad al complejarse con la misma [87].



50
Capitulo 2: Utilizacion de proteinas de suero de leche para la reduccion de la
astringencia de vino tinto

2.4. Conclusiones

La proteina predominante del suero de leche, BLG, fue capaz de reducir
considerablemente la astringencia del vino tinto, en concentraciones de entre
0,1 y 0,5 mg/mL en vino. Al comparar las estructuras de BLG con gelatina, el
mayor peso molecular, la riqueza en prolina y la conformacion desplegada
podrian llevar a pensar que gelatina podria ser un poco mas efectiva. Pese a
ello, el tratamiento con BLG fue tan efectivo como la gelatina, que ya ha sido
utilizada en tratamientos de vino tinto. Ademas BLG cumplio su funcion en
niveles de concentracion del mismo orden que la caseina, y, al igual que la
ovalbumina, no dejo trazas luego de su utilizacion en vino y filtracion. Las
medidas de afinidad por CTI confirmaron que la BLG interacciona con los
taninos de forma similar que la gelatina y demostro ser un poco mas selectiva,
al reaccionar en menor medida con otros polifenoles de interés. Los resultados
muestran que las proteinas de suero de leche pueden ser utilizadas como

potenciales agentes reductores de la astringencia de vino tinto.
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Capitulo 3: Recuperacion de fendlicos extraibles y no extraibles del
orujo de uva por optimizacion de su extraccion sélido-liquido

El sol a cuyo alrededor giran tantos planetas... No se olvida de madurar un
racimo de uvas

— Galileo
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3.1. Introduccién

La produccion de vino es una de las actividades agricolas mas importantes
del mundo, y algunos de los mayores productores son Francia, Italia,
Estados Unidos, Espana, Argentina, Australia, Chile, Sudafrica, China y
Alemania [18]. Cuando las wuvas, generalmente Vitis vinifera, son
procesadas para la elaboracion de vino tinto, las pieles y semillas estan en
contacto con el caldo de fermentacion durante varios dias y parte de los
PFs son extraidos. Sin embargo, el residuo que queda después de la
fermentacion, llamado orujo de uva (OU), aiin contiene altos niveles de
polifenoles (PFs) [36]. Aproximadamente el 20% de las uvas procesadas se
descarta en forma de OU. Por ende, la industria del vino produce millones
de toneladas del mismo, que representan un problema de gestion de
residuos, tanto en aspectos ecolégicos como econoémicos [19]. La
transformacion deja una cantidad sustancial de residuos en forma de piel,
semilla y pulpa que se descartan principalmente o se utilizan como
fertilizante, previo compostado del mismo para bajar su bioactividad en
los suelos (por su alta carga de PFs). Sin embargo, debido a su riqueza en
dichos compuestos de alto potencial antioxidante, el OU podria ser
explotado para las industrias farmacéutica, cosmeética y alimentaria [20],
[88]. Algunos autores resenaron los componentes funcionales del OU

centrandose en su composicion y propiedades biologicas [28].

La extraccion de polifenoles depende de diversas condiciones de extraccion
(tiempo, solvente, relacion solvente/muestra, tamano de particula) de
acuerdo con la accesibilidad de los polifenoles en las diferentes matrices
[89]. Los solventes tradicionales, como los solventes organicos de baja
toxicidad, estan entre los mas utilizados para la liberacion de polifenoles.
Sin embargo, sin una fraccion de agua, la acetona o metanol no permiten
obtener un nivel 6ptimo de antioxidantes en los extractos desechos de uva
en un trabajo sobre semillas de uva [90]|. Ademas, las mezclas acuosas de

etanol fueron mejores que un solvente mono-componente para la
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extraccion de semillas moscatel, es por eso que se prefiere el uso de

mezclas de solvente organico con agua [91].

Preparando extractos “tradicionales” como los descritos en el parrafo
anterior, se ha encontrado que una cantidad considerable de PFs quedan
sin extraer y caracterizar. Estos compuestos fenolicos no extraibles (FNE),
podrian estar unidos a ésteres o atrapados formando enlaces con
proteinas, polisacaridos, o paredes celulares [42]. Algunos de los trabajos
donde se hace extraccion de FNE incluyen la liberacion de procianidinas
de orujo de arandano [11] o de cascaras de papa utilizando hidrolisis
alcalina para liberar los compuestos unidos [12]. En estos casos se
obtuvieron rendimientos mas altos de FNEs que de extraibles.
Recientemente, se utilizo la hidrolisis alcalina para liberar los FNE a partir
de residuos del coliflor [93]. Sin embargo, atn la gran mayoria de estudios
sobre OU se han centrado casi exclusivamente en solventes que permiten

la recuperacion de compuestos extraibles.

En Argentina se producen aproximadamente 1.600.000 toneladas de uva
en 228.575 hectareas de vinedos. Sin embargo, pocos estudios se han
llevado a cabo a partir de orujo de uvas argentinas. Para la caracterizacion
de los PFs y actividad antioxidante de extractos de OU Malbec, se han
preparado extractos hidroalcohédlicos [94]. Durante la ultima década, la
variedad que mas ha crecido en superficie en Argentina ha sido la
variedad tinta Syrah, que representa aproximadamente un 6% de la
superficie total de uva cultivada. Esta variedad es extensamente cultivada
en la provincia de San Juan y también en San Rafael, regiones tipicas

representativas de la produccion de esta uva.

En este trabajo se investigaron los extractos de pulpa de uva de San
Rafael, para optimizar la obtencion de PFs antioxidantes. El objetivo del
estudio fue evaluar los factores de extraccion (solvente, temperatura,
tiempo) para obtener FE y FNE. También se realizo una optimizacion para

encontrar las condiciones que maximizaran los rendimientos de las
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respuestas, buscando a su vez, que los valores de tiempo y temperatura
fueran minimos. Una vez obtenidos extractos optimizados se
caracterizaron sus PFs por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de masas.
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Materiales

Los estandares usados para propositos de identificacion y cuantificacion
con CLAE-DAD: (+)-catequina, acido galico, quercetina, trans-resveratrol y
acido tanico se adquirieron de Saporiti Argentina y Sigma-Aldrich. Los
solventes de calidad HPLC utilizados fueron de Sintorgan y J.T. Baker, el
agua usada para tal fin fue de calidad milliQ. El orujo de uva tinta Syrah
(Vitis vinifera L.) fue donado por BordeRio Bodega & Vinedos, Victoria,

Entre Rios, Argentina.

3.2.2. Caracterizacion de las muestras de OU

Las uvas de la variedad Syrah se obtuvieron de "Finca La Rosendo", San
Rafael, provincia de Mendoza, Argentina. Las semillas y pieles de uvas,
residuos de la elaboracion del vino se secaron durante 4-5 dias al sol,
eliminando los tallos remanentes de forma manual. El analisis de
contenido de materia seca fue realizado mediante el protocolo PROMEFA-
v2 AOAC, 1990 N° 130.15 y N° 167.03, proteina bruta por AOAC, 1998 N°
976.05, fibra detergente neutro por método de Tecnologia ANKOM 6-2011,
validado con método de referencia ISO 16472:2006, fibra detergente acida
por ANKOM 5-2011 validado con método de referencia ISO 13906:2008,
lignina detergente acida por PROMEFA V2 para equipo ANKOM. Luego,
OU fue molida hasta un tamano de particula adecuado y uniforme de
entre 0,991-3,327 mm, utilizando un molino de laboratorio y tamices. Se
almacené hasta su uso a temperatura ambiente en la oscuridad, para

evitar la degradacion de PFs [95].

3.2.3. Preparacion de extractos de FE y FNE a partir de OU

Utilizamos EtOH : H20 (1:1) para la extraccion de los FE y NaOH 2M para
la liberacion de los FNE, manteniendo todos los balones bajo atmosfera de
N2 durante las extracciones y cubiertos de papel de aluminio, para evitar
la oxidacion. La relacion de solvente a soélido fue de 10:1, usando
generalmente 1,5 g OU, en un baléon de 50 mL. Las muestras de extracto

fueron filtradas utilizando un filtro de jeringa para eliminar los solidos
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antes de diluir y realizar determinaciones de CFT y AA. Para determinar
un rendimiento de extracto crudo de los extractos obtenidos en las
condiciones optimizadas fueron estabilizados (s6lo en el caso de los NaOH
2M), evaporados (s6lo en el caso de los EtOH : H2O (1:1)), y liofilizados (en
ambos casos). Luego los rendimientos pesados fueron informados respecto

de 100 g de muestra de OU seca.

3.2.4. Determinacion de contenido fendlico total (CFT)

Se utilizo el método de Folin-Ciocalteu (F-C) [96], cuyo reactivo contiene
una mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato, la reaccion con el sustrato
involucra una reaccion de reduccion reversible de uno o dos electrones. Se
prepard una curva de calibracion usando acido galico como estandar (50 a
250 pg/ml). Las soluciones estandar se prepararon en buffer acetato, pH
= 4, 200 mM y las muestras se diluyeron también en este solvente para
tener un medio comun independiente del solvente de extraccion. Para que
se produzca la reaccion de color, se anadieron 1 mL de reactivo de F-C
(dilucion 1/10 en agua) a 20 uL de estandar o muestra, se agito
brevemente con vortex y se anadieron 500 ul de solucién de carbonato de
7 % P/V. Después de mezclar en vortex, las muestras se colocaron en un
bano de agua 40 °C durante 10 min. Finalmente, las muestras se
enfriaron a Tamp €n un bano de agua durante 5 min y se midi6 su Abs765
por triplicado. Los resultados se expresan en equivalentes de acido galico

g (EG)/100 g muestra OU seca (M).

3.2.5. Determinacion de actividad antioxidante (AA)

Se utilizo el ensayo de decoloracion de radical [2,2 -azinobis-(acido3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)] (ABTS) [61]. El método se basa en la
medicion de capacidad antioxidante por equivalente de Trolox (CAET). El
cation radical ABTS* fue generado por combinacion con persulfato de
potasio en un matraz y se dejo en agitacion durante la noche. La
extension de la decoloracion como porcentaje de inhibicion del ABTS** se
determino como una funcion de la concentracion y se calcula en relacion a

la reactividad de Trolox como antioxidante estandar, en las mismas
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condiciones. Las muestras se diluyeron apropiadamente en buffer de
acetato pH = 4 200 mM, y las soluciones estandar se prepararon también
en este buffer. Los resultados se expresan en mmol equivalentes de Trolox

(ET)/ 100 g M.

3.2.6. Diseno experimental

Habiendo determinado de forma preliminar que los factores en estudio
afectan a las respuestas, se utilizo Design-Expert 7.0.0 (Stat-Ease Inc.,
Minneapolis) para preparar un diseno experimental y analizar los datos.
Para optimizar las respuestas CFT y AA, en base a los factores de
extraccion solvente, tiempo y temperatura, se utilizé un disefio hexagonal
de Doehlert. El diseio supuso la realizacion de 10 experimentos,
combinando seis puntos axiales y cuatro repeticiones del punto central,
Figura 3.1. El valor optimo se pudo establecer mediante la aplicacion de la
funcion deseabilidad de Derringer (D), donde los diferentes criterios se
utilizaron de forma simultanea para todas las respuestas y factores en

estudio.

A Temperatura

76 (4 ) (8
so4 [ 2)

28 (1) (9

05 3.375 6.25 9.8 12
Tiempo

Figura 3.1: diserio hexagonal utilizado para la optimizacién de la extraccion
de PFs.

3.2.7. Caracterizacion de PFs por CLAE-DAD
Las muestras de los extractos obtenidos en las condiciones optimizadas

fueron analizadas por CLAE-DAD. Para tal fin, las muestras alcalinas (5
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mL) se colocaron en tubos de centrifuga de 15 mL y después se
estabilizaron mediante la adicion de 5 mL de HCI (1,4 M). Luego, las
muestras alcalinas e hidroalcohodlicos se centrifugaron durante S5 min a
3000 RPM y los sobrenadantes se filtraron (0,45 um) e inyectados en el
sistema cromatografico. Los polifenoles en los extractos fueron separados
e identificados mediante un sistema Dionex Ultimate 3000 CLAE (Dionex,
Germering, Alemania), con una columna C18 Zorbax Eclipse XDB (4,6
mm x 250 mm, 5 um; Agilent, Santa Clara, CA, Estados Unidos). Como
fases moviles, se utilizaron Agua milliQ con acido acético al 1% (A) y
MeOH (B), en el siguiente gradiente: O min, 10% B; 25 min, 27% B; 40
min, 50% B; 45 a 54 min, 80% B; 54,1 a 59 min, 10% B. El flujo de la fase
movil fue de 1 mL/min y para el detector de arreglo de diodos se usé un
rango de adquisicion de 200 a 600 nm. La temperatura del horno de
columna fue de 35 °C y el volumen de inyeccion de 20 uL para extractos
hidroalcoholicos, 10 ul para extractos alcalinos y entre 1-5 ul para
compuestos estandar preparados en concentraciones entre 0.02 y 1
mg/mL. La identificacion y cuantificacion de polifenoles se baso en la
comparacion de los tiempos de retencion (t.r.) y los valores maximos de
absorbancia de picos detectados en las muestras con los obtenidos por
inyeccion de patrones puros. Las muestras se cuantificaron mediante el
uso calibracion externa pico a pico con patrones puros diluidos a las

concentraciones adecuadas.

3.2.8. Caracterizacion de PFs en extractos optimizados por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa (CLAE-EM)

Para permitir la identificacion de PFs y tener mayor conocimiento en
cuales pueden ser liberados al preparar cada extracto, y relacionarlos con
la AA observada, las muestras optimizadas fueron analizadas por CLAE-
EM. Para tal fin, las muestras se prepararon de forma similar a la seccion
3.2.7 previo a su inyeccion y la separacion cromatografica se llevo a cabo
mediante una columna Hypersil gold C18 (100 x 2,1 mm x 3 pm, Thermo
Scientific). La fase movil utilizada fue la mezcla de NH4Ac (A) 5 mM y

metanol (B). El gradiente fue de la siguiente forma: O - 3 min, se utilizaron
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15% de B; de 3 - 8 min, 85% de B y finalmente entre 8,1 y 15 min un 15%
de B. El caudal utilizado fue de 0,25 mL/min, la temperatura de columna
de 40 + 1 °C y el volumen de inyeccion, 10 pl. El sistema de deteccion por
EM comprendié6 una fuente de ionizacion por electrospray acoplada a
espectrometro de masas triple cuadrupolo Quantum Access TSQ (Thermo
Scientific, Mississauga, Ontario, Canada). La ionizacién por electrospray
se establecié en polaridad positiva y la presion del gas de colision fue de
15 mTorr, en el intervalo de 50-500 m/z. La identificacion de un
compuesto siguidé los principios de medicion de la masa de los iones
padres, asi como aparicion de los fragmentos correspondientes y su

coincidencia en tiempo de retencion (t.r.).
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3.3. Resultados

3.3.1. Analisis del orujo de uva y extracciones preliminares a
temperatura constante

Los residuos de semillas y pieles de uvas Syrah de San Rafael, Mendoza,
Argentina se secaron durante 4-5 dias al sol, eliminando los tallos
remanentes de forma manual. Dicho residuo fue analizado previo a la
extraccion de fenoélicos, se detectdo un contenido de materia seca de 92,38
%, proteina bruta de 10,03 %, fibra detergente neutro de 27,03%, fibra
detergente acida 22,35 % y lignina detergente acida de 14,98%.

Previo a las extracciones, el OU fue molido hasta un tamano de particula
adecuado y uniforme de entre 0,991-3,327 mm, utilizando un molino de
laboratorio y tamices. Se almaceno hasta su uso a temperatura ambiente
en la oscuridad, para evitar la degradacion de PFs [95]. Para el analisis de
los extractos preparados, la determinacion de fenoles se realizé por Folin-
Ciocalteu, usado en el control de rutina de productos alimenticios,
también empleado en la industria del vino, donde el acido galico se emplea
como estandar [97]. Se compararon los valores en su correlacion con la
actividad antioxidante de los extractos. Para determinar la actividad
antioxidante, se utilizo el método CAET, que se ha aplicado al estudio de
extractos de alimentos [98]. La adicion de nuestros extractos a la solucion
ABTS induce una rapida disminucion de la densidad optica a 734 nm. A
mayor concentracion de antioxidante, menor la cantidad remanente de
ABTS (mayor disminucion del color), y mas alta fue la actividad de

eliminacion de radicales libres en dicho extracto.

Algunos autores extrajeron orujo de uva con solvente hidroalcohoélico
llevando a rendimientos maximos interesantes de CFT [99]. Otros,
reportan que, en muchas matrices vegetales, los fenodlicos no extraibles
(FNE), obtenidos con hidroélisis alcalina o acida, se encuentran en una
proporcion mucho mayor que los extraibles. En cuanto a la relacion de
solvente a solido, se conoce que a una relacion mas alta, mayor sera la

cantidad total de soélidos obtenidos, en consistencia con los principios de
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transferencia de masa [34]. Otros autores reportaron que una proporcion
de solvente:muestra de 9:1 (v:p), fue el mas adecuado para la maxima
extraccion de compuestos fenolicos, independientemente del solvente de

extraccion [99].

En nuestro trabajo, mantuvimos un valor de 10:1 (v:p) en todas las
extracciones, tanto preliminares (a temperatura constante) como del
disennio de experimentos posterior. Preparando extractos a temperatura
constante (50 °C), determinamos la capacidad de ambos solventes para
obtener extractos ricos en PFs, mediante extracciones de OU Syrah. Se
obtuvieron muestras a distintos tiempos, para cada solvente, las
extracciones presentaban diferentes escalas de tiempo, entre O y 700 min

para NaOH 2M y entre O y 22 h para EtOH : H20O (1:1).

Se puede observar valores relativamente altos en muy poco tiempo, tanto
para FE como para FNE de OU. Comenzando por los FE, cuando se
extrajo el orujo usando EtOH : H20O (1:1), por cinco minutos, se obtuvieron
0,91 EAG/100 g OU, un 24% del CFT maximo (3,80 EAG/100 g OU). La
AA, por su parte fue de 8,0 mmol ET/ 100 g OU (36% de la actividad
antioxidante maxima, 22,0 ET/100 g M), Figura 3.2a y 3.2c. En 30 min,
se obtuvo el 57% del CFT maximo en este solvente, y se alcanza el 64% de
la actividad antioxidante. Es decir, a partir de cierto punto, tiempos
prolongados de extraccion no llevan a la obtencion de rendimientos muy
superiores. En el trabajo de Spigno sobre extractos hidroalcohodlicos de
OU, se pudo observar la degradacion aparente de PFs en extractos de este
tipo, tras 20 h de extraccion [36]. En nuestro caso, el proceso de
degradacion no se produce en este solvente, sino que el valor aumenta,
aunque muy lentamente después de las 10 h, hasta alcanzar un valor

maximo en 22 h.
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Figura 3.2: a) CFT y c) AA en virtud de la extracciéon con EtOH : H20 (1:1) a
50 °C. b) Valores de CFT y d) AA usando NaOH 2M a 50 °C.

En la Figura 3.2b y 3.2d se observan las respuestas en la extraccion en
solvente alcalino. Cuando se utilizo NaOH 2 M por cinco minutos, se
obtuvieron 2,6 EAG/100 g (24% de la mas alta extraccion fendlica), y se
obtienen 9,8 ET/100 g muestra (18% de la actividad maxima
antioxidante). Los valores de actividad antioxidante obtenidos en cinco
min son comparables con EtOH : H2O (1:1). Logicamente, ese valor a
tiempo bajo tiene poca dependencia del solvente utilizado, ya que no es
suficiente para producir hidrélisis que libere los fendlicos unidos en gran

medida. En 30 min (a 50 °C), se obtiene el 69% del valor mas alto de CFT
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y el 85% de la AA maxima. Esta ultima opcion seria probablemente la mas
prometedora, por eficiente y medioambientalmente amigable de este
solvente, entre las estudiadas preliminarmente. Es evidente que un tiempo
de extraccion de 200 min fue suficiente para obtener el maximo de AA a
esa temperatura. El aumento adicional del periodo de extraccion da lugar
a procesos que consumen tiempo excesivo, donde se beneficia la
degradacion. En el trabajo de White, la hidrdlisis alcalina utilizando NaOH
ya se habia aplicado anteriormente para liberar procianidinas en frutas de
la misma familia, en un trabajo sobre orujo de arandanos secos. En
dichos extractos se produjo una depolimerizacion de fenoles, aumentando
los rendimientos reduciendo los tiempos de extraccion [S1]. Para
corroborar estas observaciones y optimizar la extraccion de FE y FNE a

partir de OU de uvas Syrah, llevamos a cabo un disefio de experimentos.

3.3.2. Disefio experimental para optimizar la extraccion de FE Y
FNE

Los métodos de prueba y error, o procedimientos de optimizacion
sistematica para la extraccion de antioxidantes consumen mucho tiempo y
s6lo permiten arribar a un valor 6ptimo aparente de las variables en
estudio. Usando esos métodos, el ajuste de las condiciones del
experimento se realiza de forma secuencial de a un parametro de
extraccion por vez, en lugar de tomar en cuenta a todos al mismo tiempo.
Por otra parte, en esos casos, la informacion relativa a la sensibilidad de la
respuesta con respecto de los factores y la posible interaccion entre dichos

factores no esta disponible.

En cambio, empleando diseno de experimentos, podemos llegar a un
resultado optimo verdadero, en menos tiempo y menor numero de
experimentos, teniendo en cuenta todos los factores a la vez. Las
metodologias de optimizacion de respuesta se han aplicado a la
caracterizacion fenolica de las variedades de uva champan, mostrando
buena correlacion entre el modelo y los resultados experimentales

independientes [100]. También se han utilizado para optimizar la
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extraccion de compuestos fenodlicos a partir de uvas en la matriz de Vinho
verde [101]. En otro caso, se aplico un disefio de optimizacion factorial 22
para estudiar el efecto de la temperatura y del caudal de solvente en el

rendimiento de polifenoles de uva [71].

Utilizamos un diseno hexagonal de Doehlert (Figura 3.1, materiales y
meétodos). Este diseno tiene algunas caracteristicas interesantes, si se
compara con uno central compuesto, ya que proporciona la posibilidad de
elegir un numero diferente de niveles para cada factor. Por ese motivo
evaluamos tres niveles de temperatura y cinco niveles de tiempo [102]. Por
inspeccion visual de las Figura 3.2, se podria asumir que los dos factores
evaluados influyeron en la respuesta CFT, el solvente de extraccion, y
tiempo de extraccion. Ya habiamos determinado en un trabajo previo que

la temperatura afectaba la extraccion y seria incluida en el diseno.

Al ser el solvente de extraccion una variable que afecta el rango del
tiempo, debieron realizarse dos disenos independientes. Teniendo en
cuenta la diferencia en la escala de tiempo para cada solvente, se eligieron
valores apropiados en cada diseno; por otra parte, los valores de la
variable temperatura fueron los mismos en ambos disenos. Asimismo, el
diseno hexagonal también fue comun a ambos solventes, combinando
cuatro repeticiones del punto central y seis axiales. En nuestro disefno
usamos distintos rangos de tiempo en base a los resultados preliminares,
reduciendo un poco la escala de acuerdo a los mejores resultados
obtenidos en cada solvente. Para la extraccion alcalina, se utilizo 30-240
min, y para la hidroalcohdlica, 0,5 a 12 h, evitando la estabilizacion de los
valores o la descomposicion de PFs antioxidantes anteriormente
observadas. Ademas, conservamos la relacion solvente: solido (10:1). Los
valores obtenidos experimentalmente para las dos respuestas analizadas
se muestran en la Tabla Ill.1a (extractos hidroalcoholicos), Tabla III.1b

(extractos alcalinos) y Figura 3.3.
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Figura 3.3: valores de las respuestas del disenio en a) CFT y b) AA en EtOH:
H20 (1:1). ¢) CFT y d) TEAC en NaOH 2M.

Los rendimientos fenodlicos para los extractos hidroalcohdlicos en este
trabajo fueron mas altos que las encontradas en extraccion continua de
ou (1,7-2,2 g EAG/100 g M) [34]|. También fueron superiores a otro
proceso continuo, en un extractor vertical a escala de laboratorio que
permitio la obtencion de 1,53 g EAG/100 g OU [71]. En el caso de nuestro
orujo de uva Syrah, los PFs antioxidantes en extractos alcalinos,
recuperacion de FNE, fue mucho mayor que la de FE obtenida mediante
solvente hidroalcohdlico. Mas aun, el contenido de compuestos fenodlicos
fue relativamente alto respecto de los reportados para las semillas de uva
(de 5,2 a 6,6 g EAG/100 g OU) [103], aun cuando en ese caso la

extraccion se vio favorecida por microondas. En el caso de seis residuos de
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frutas de la India, se informaron valores de fendlicos que van desde 0,37

hasta 3,74 g EAG/100 g OU [104].

a. Extraccion con EtOH : H20 (1:1)

Exp t (h) Tai, ey oo (O EATHETY A (el T

ou) ou)
1 3,375 28 2,2 14,8
2 0,5 50 2,7 16,1
3 6,25 50 2,5 19,6
4 3,375 76 4.4 25,4
5 6,25 50 3,6 16,0
6 12 50 3,3 19,7
7 6,25 50 3,3 21,9
8 9,8 76 4.4 28,8
9 9,8 28 2,3 15,3
10 6,25 50 3,4 22,0

Tabla III. 1a: resumen de las respuestas experimentales (CFT y AA) de los
extractos preparados con EtOH : H20 (1:1).
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b. Extracciéon con NaOH 2M

Exp  t(min) Temp. (°C) F-C (g EAG/100g  AA (mmol ET/100g

ou) ou)
1 30 50 75 451
2 135 50 10,3 53,1
3 187,5 76 10,2 72,4
4 240 50 10,8 50,5
5 187,5 28 4.4 43,1
6 135 50 9,2 57,6
7 135 50 8,1 66,7
8 82,5 76 8 57,7
9 82,5 28 5,8 35,6
10 135 50 8,5 64,1

Tabla III. 1b: resumen de las respuestas experimentales (CFT y AA) de los
extractos preparados con NaOH 2M.

En cuanto a la AA de los extractos preparados, también presentaron una
importante capacidad de eliminacion de radicales al ser medidos por
CAET, desde 14,0 hasta 72,4 mmol ET/100 g OU. En el caso de los FNE
del orujo Syrah, se encontré6 que tienen un gran potencial para
aplicaciones antioxidantes. Los rendimientos obtenidos superaron la
muchos de los informes reportados, el mismo ensayo de TEAC mostro
diferencias significativas al analizar el perfil antioxidante en nueve
variedades de uva espanolas (22.5 - 59,4 mmol ET/100 g de OU) [105].
Esto también quiere decir que la capacidad antioxidante depende mucho

de la variedad de uva. Ademas, en el caso de orujo de Pinot noir, se
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reportaron valores de hasta 46,6 mmol Trolox/100 g [106], que tampoco

fueron superiores a los hallados aqui.

En la extraccion hidroalcohdlica, se realizé el analisis de la varianza
(ANOVA) de las respuestas de acuerdo con el modelo lineal. En el caso de
CFT, el valor de F de 18,8 implic6 que el modelo lineal fue significativo,
con una probabilidad del 0,15% que pueda deberse al ruido experimental.
Valores de probabilidad > F inferiores a 0,05 indican términos del modelo
significativos, mientras que valores superiores a 0,1 indican términos del
modelo no significativos. La temperatura (0,001) fue el Unico término
importante que afecta a la CFT, pese a eso se mantuvo el factor tiempo
para la construccion del modelo. La falta de ajuste (Prob > F = 0,923) no
fue significativa en relacion con el error puro. En el caso de la respuesta
de la actividad antioxidante, el modelo lineal es significativo y la

temperatura fue el inico término significativo Tabla III.2a.
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CFT, Extraccion EtOH : H20 (1:1)

ANOVA para modelo lineal

Fuente
Modelo
tiempo
Temp.

Falta de ajuste

valor-F
18,798
0,604
29,684

0,2

Prob > F
0.0015 Significativo
0.4625
0.0010
0.9230 No signif.

AA, Extraccion EtOH : H20 (1:1)

ANOVA para modelo lineal

Fuente
Modelo
tiempo
Temp.

Falta de ajuste

valor-F
18,364
3,257
23,211

0,236

Prob > F
0.0016 Significativo
0.1141
0.0019
0.9013 No signif.

Tabla II1.2a: ANOVA de los modelos construidos para la superficie de
respuesta en extraccion hidroalcohdélica.

Para el caso de la extraccion de NaOH 2 M, la respuesta CFT fue mejor

ajustada por un modelo cuadratico, Tabla III.2b. La temperatura, y

temperatura? son los términos significativos del modelo y la falta de ajuste

es no significativa. Ademas, el tiempo (Prob>F de 0,097) esta en la zona

limite de consideracion, por lo que es conveniente considerarlo para el

modelo de optimizacion La actividad antioxidante, en cambio, fue mejor
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representada por el modelo lineal, con la temperatura siendo significativa

para la extraccion.

CFT, Extraccion NaOH 2M

ANOVA para modelo cuadratico

Fuente valor-F Prob > F
Modelo 8,419 0.0143 Significativo
tiempo 3,862 0.0970
Temp. 17,507 0.0058
Temp. cuadrada 9,205 0.0230
Falta de ajuste 1,543 0.3650 No signif.

AA, Extraccion NaOH 2M

ANOVA para modelo lineal

Fuente valor-F Prob > F
Modelo 571 0.0338 Significativo
tiempo 1,423 0.2718
Temp. 9,997 0.0159
Falta de ajuste 2,174 0.2748 No signif.

Tabla III.2b: ANOVA de los modelos construidos para la superficie de
respuesta en extraccion alcalina.

Los residuos (errores de prediccion) se evaluaron para asegurar la
satisfaccion de las hipotesis estadisticas correspondientes al analisis de la

varianza. Se presenta el grafico de probabilidad normal de los residuos
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studentizados en la Figura 3.4. Un patron no lineal indicaria una falta de
normalidad en el término de error, sin embargo, no pudimos ver senales

de problemas en los datos.
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Figura 3.4: andlisis de residuos de a) CFT y b) TEAC en EtOH : H20 (1:1). c¢)
CFT y d) TEAC en NaOH 2M.

Estos rendimientos, podrian ser mejorados si se estudia la mejor forma de
pre-tratar los residuos de OU de cara a la extraccion. Encontramos
literatura que apoya la hipotesis de que el CFT puede variar en gran
medida en funcion de pre-tratamientos empleados. Por ejemplo,
tratamientos de secado mas cuidadosos que el secado al sol podrian
producir mayores rendimientos de CFT y AA [107]. Finalmente, el secado
de los residuos de bodega en condiciones de temperatura no controlada,

podria reducir el rendimiento de fenoles extraidos [95]. En datiles, se
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informo6 ademas que la AA y el CFT variaban entre los frescos y secados al
sol, una parte de sus componentes antioxidantes se pierde durante el

secado [108].

3.3.3. Correlacion entre CFT y la AA en los extractos.

En los antecedentes, se demostré una correlacion alta y significativa entre
la actividad antioxidante y el CFT en muestras de OU [105]. Ademas, en el
analisis de 12 vinos comerciales, CFT y AA también estuvieron altamente
relacionados (R? = 0,9268), todo esto proporciona fuertes evidencias de
que la fuente predominante de actividad antioxidante deriva de
compuestos fenolicos en el vino [97]. Sin embargo, otros autores
encontraron que en el caso de los extractos de fenodlicos extraibles, el
extracto hidroalcohodlico mostro el mayor CFT, pero no exhibié la mayor
actividad antioxidante. En ese caso, no se encontré6 buena correlacion

entre el CFT y la actividad antioxidante de los extractos [99].

En nuestro trabajo, una alta correlacion entre el CFT y AA ya podia ser
anticipada por la inspeccion de la Figura 3.2, donde ambas respuestas
siguieron la misma tendencia en cada solvente. Evaluamos
estadisticamente la correlacion lineal de a pares de Pearson. Se confirma
una alta correlacion entre el contenido fendlico y la capacidad
antioxidante. En el caso hidroalcohdlico, el valor de R? fue 0,893 (valor p =
3.31x10-9 <0,01), indicando que alta correlacion, mientras que en el caso
extractos alcalinos fue menor, con R? = 0,681 (valor p = 3.31x10-9 <0,01),
en la Figura 3.5, se puede ver la relacion lineal entre ambas respuestas.
Curiosamente, las pendientes en ambas correlaciones lineales son
similares, 5,6 y 5,7, es decir que ambas respuestas parecen mantener una
relacion con independencia del solvente. Esto se encuentra en
concordancia con el trabajo de Spigno et al, donde el poder antioxidante
(por el mismo ensayo CAET) estuvo altamente correlacionado con el CFT, y

no fue influenciado por la proporcion de agua en etanol [36].
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Figura 3.5 a) correlacién lineal entre las respuestas AA y CFT en EtOH :
H20 (1:1). b) Correlacién de las respuestas en NaOH 2M.

3.3.4. Optimizacion simultanea de la temperatura y el tiempo de
extraccion de FE y FNE usando la funcion deseabilidad (D)

Se utiliz6 la metodologia de superficie de respuesta [109], que ya fue
utilizada para la optimizacion de la extraccion de fibra antioxidante de OU
[106], para la extraccion de los polifenoles a partir de uvas rojas, entre
otros ejemplos [13]. Varios criterios de toma de decisiones se pueden
aplicar a la optimizacion de la extraccion. Hay muchas formas en las que
combinar los criterios individuales, una de las mas utilizadas en
optimizacion se conoce como funcion de deseabilidad (D) [111]. Dicha
funcion se ha aplicado a la extraccion de compuestos fenodlicos, para la
evaluacion de temperatura de extraccion, tiempo, y relacion de solido-
liquido [110]. La funcién D permite optimizar los valores deseados de los

factores y las respuestas de forma simultanea:

n 1/n
D= (H dfi)
i=1

donde D es el valor de la funcion de deseabilidad global, d; es la funcion de
deseabilidad parcial para cada una de las n respuestas y r; es la

importancia relativa asignada a la respuesta i. Con la meta de maximizar
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las respuestas, conservar potenciales aplicaciones industriales, y tener en
cuenta la sostenibilidad del proceso. Los criterios incluyen una cierta
importancia minima para minimizar el tiempo (r; = 1) y la temperatura (r; =
1), y para maximizar el valor de CFT (r; = 1), y una importancia mayor
para la AA (ri = 3), porque consideramos que es la variable de mayor

interés y aplicacion.

Siguiendo las restricciones anteriormente mencionadas, se obtuvieron las
curvas de superficie de la deseabilidad (Figura 3.6). Podemos confirmar
que la extraccion maxima se alcanza dentro del rango de condiciones
consideradas. Los valores maximos de D se obtuvieron con tiempos de

extraccion y temperaturas intermedias.

a) b)

Desirability
Desirability

Figura 3.6: a) superficie de respuesta de la D en EtOH : H20 (1:1) b)
superficie de respuesta de la D en NaOH 2M.

La optimizacion se llevo a cabo para obtener los valores de los factores y
las respuestas en la Tabla III.3 a). Para el solvente hidroalcohdlico, bajo
los criterios elegidos, el modelo sugiere una temperatura de 70,7 °C y un
tiempo de 37 minutos. Eso permitiria obtener valores predichos de 4,1 g
EAG/100 g OU y 22,8 mmol ET/100 g OU, y una deseabilidad de 0,54. Un

valor aparentemente bajo de deseabilidad esta relacionado con la
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busqueda de condiciones que son antagoénicas entre si. Por ejemplo,
minimizar la temperatura esta en contra de maximizar la actividad
antioxidante. Sin embargo, esta deseabilidad en apariencia baja permite
obtener un valor de AA del 80% del maximo. Sin embargo, dicho valor
maximo, 28,8 mmol ET/100 g OU, s6lo se puede alcanzar utilizando
condiciones extremas dentro del rango, de 76 °C y 21 h de la extraccion.
Cuando se realizaron experimentos independientes fijando los valores
optimizados de ambos factores, se obtuvieron respuestas de 3,9 g
EAG/100 g OU y 22.8 mmol ET/100 g OU. Esto implica que efectivamente
valores altos en contenido de compuestos fendlicos y en capacidad
antioxidante se pudieron obtener en tiempos de extraccion notablemente
cortos, y temperaturas moderadas. Ademas, para comprobar el supuesto
de que la temperatura es el factor de mayor importancia, hicimos una
prediccion usando una temperatura inferior. Cuando se utilizé el mismo
tiempo de optimizacion, 37 min, y 60 °C, se obtuvieron valores de 3,7 g
EAG/100 g OU y 22,0 mmol ET/100 g OU, en concordancia con la

prediccion.

Finalmente, se llevo a cabo la optimizacion de la extraccion alcalina, Tabla
[II.3b. El modelo predijo que una temperatura de 63,5 °C y un tiempo de
30 minutos permiten al proceso rendir valores de 8,5 g EAG/100 g OU y
61,3 mmol ET/100 g OU, con una D = 0,62. Cuando se utilizaron dichos
parametros, se obtuvieron 8,5 g EAG/100 g OU y 61,4 mmol ET/100 g
OU, en excelente acuerdo con los valores previstos. Ademas, se preparo
un extracto usando 30 min y una menor temperatura: 56 °C. Esto
permitié obtener 8,4 g EAG/100 g OU y 58,7 mmol ET/100 g OU, de
acuerdo con la prediccion. Se confirma el buen poder predictivo del

modelo preparado.



76
Capitulo 3: Recuperacion de fendlicos extraibles y no extraibles del orujo de uva por
optimizacion de su extraccion sélido-liquido

a. Criterios de optimizacion para ambos solventes

Factor/respuesta Objetivo ri
Tiempo minimizar 1
Temperatura minimizar 1
CFT maximizar 1

AA maximizar 3

b. Factores optimizados para EtOH : H20 (1:1)

tiempo (min) ‘I;gzén)p F-C TEAC
Optimizacion 37 71 4,1 22,8
Experimental 37 71 3,9 22,8

c. Factores optimizados para NaOH 2M

tiempo (min) T(Eé“)p F-C TEAC
Optimizacion 30 64 8,5 61,3
Experimental 30 64 8,5 61,4

Tabla III.3: a) criterios de optimizacion elegidos b) optimizaciéon de la D en
EtOH : H20 (1:1) y c) optimizacion de D en NaOH 2M.
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Podemos confirmar que la extraccion maxima se alcanza en el rango de
condiciones consideradas. Los valores maximos de D se obtuvieron con
tiempos de extraccion y temperaturas intermedias, y permitiendo obtener
valores de las respuestas muy cercanos de los maximos posibles. En la
misma escala de tiempo de la extraccion hidroalcohoélica, y en una menor
temperatura de extraccion, el contenido de FNE excede en gran medida el
contenido de FE. A pesar de esto, los sistemas de extraccion presentados
pueden ser adecuados para multiples aplicaciones e incluso pueden ser

complementarios entre si.

Para determinar un rendimiento en masa del extracto crudo, los extractos
obtenidos en las condiciones optimizadas fueron estabilizados (s6lo en el
caso del alcalino), evaporados (s6lo en el caso del hidroalcohdlico) y
liofilizados (en ambos casos) para obtener un rendimiento de extracto
crudo. En el caso hidroalcohdlico, el rendimiento del extracto fue de 12,5
% p/p muestra mientras que en el caso alcalino fue de 54.4 % p/p
muestra. Cuando se calculan los de g EAG/g extracto, el extracto alcalino
resulta 15,6% puro en fenoles y el hidroalcohdlico 31,2%
(aproximadamente el doble de pureza). Esto implica que en el caso de los
extractos alcalinos, la mejoria en el rendimiento de fendlicos viene
acompanada por una mayor cantidad de compuestos co-extraidos
(polisacaridos, proteinas y otros) de cara a una potencial aplicacion. El
uso de uno u otro solvente podria ser elegido tanto en funcion de las

aplicaciones necesarias para el extracto, o la pureza de los antioxidantes.

3.3.5. Analisis de los polifenoles extraidos por CLAE-DAD usando
estandares

Los PFs de las muestras de ambos métodos de extraccion se
caracterizaron por este método. Se identificaron un acido hidroxibenzoico
(acido galico), un flavanol (catequina (+)), un estilbeno (resveratrol), un
flavonol (quercetina) y un tanino (acido tanico) y se cuantificaron mediante
CLAE-DAD. Se observaron diferencias entre los compuestos fendlicos en

uno y otro extracto. En el extracto hidroalcohdlico se observo una
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composicion variada de compuestos fenodlicos en baja concentracion.
Todos los estandares evaluados, exceptuando el acido tanico, pudieron
detectarse (Figura 3.7, Tabla III.4). Esto se debe a que la extracciéon que
permite obtener los fenodlicos libres, permite ademas una buena

conservacion del estado original de la muestra, ya que no hay hidrélisis.

HO A Alcalino
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Figura 3.7: cromatograma del perfil fendlico en azul: EtOH : H20 (1:1) y
violeta: NaOH 2M (en gris se muestra la presion).

En el caso de los extractos alcalinos, soélo el acido galico y (+)-catequina se
pudieron detectar (Figura 3.7, Tabla III.4). Sin embargo, pese a esta falta
de variabilidad en su composicion, el extracto alcalino demostré ser mas
rico en los PFs identificados. La concentracion de acido galico fue 37 veces
mayor que en el extracto hidroalcohdlico, y el de (+)-catequina fue 28
veces mayor. Esto se debe probablemente a que las condiciones
hidroliticas en presencia de base fuerte estan degradando PFs poliméricos

a sus unidades monomericas.
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Rendimiento extracto (mg/100 g OU)

Clase Compuesto t.r. (min) EtOH : H20 (1:1) NaOH 2M
. A.C'do . Acido gélico 4,65 2.85 107.0
hidroxibenzoico
(+)-
Flavanol . 12,6 8.79 243.0
Catequina
Estilbeno Resveratrol 37,7 0.806 n.d.
Flavonol Quercetina 44,3 6.15 n.d.
Tanino Acido tanico 45,3 n.d n.d.

Tabla II1.4: cuantificacion de polifenoles en los extractos de OU Syrah.

3.3.6. Identificacion de fendlicos en los extractos optimizados
por CLAE-EM

En el caso de CLAE, se utiliz6 un numero limitado de estandares para ser
comparados e identificados en los espectros, brindando informacion
cuantitativa sobre los mismos. Como estas mezclas complejas de
compuestos contienen muchos otros fendlicos, cuya determinacion es
igualmente importante, se utilizé6 cromatografia acoplada a espectrometria
de masa para profundizar el conocimiento sobre nuestros extractos de
orujo. Para la separacion por CLAE-EM2, utilizamos nuevamente una fase
estacionaria de C18 para la separacion de polifenoles, al igual que para la

separacion por CLAE-DAD.

Para comenzar, se realizo una busqueda de fenodlicos de acuerdo a su
ocurrencia en extractos de uva en base a la literatura existente. La
ionizacion de los mismos se produjo mediante ionizacion por electrospray,
que permite la deteccion de los analitos como iones moleculares evitando

su fragmentacion. Una vez detectados los iones padres que buscamos en
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base a la literatura, éstos fueron confirmados por fragmentacion en iones
hijos, ya que los fragmentos de las moléculas mas recurrentes pueden ser

encontrados en la literatura [27], [112], [113].

Como ejemplo del procedimiento empleado, se pueden observar en la
figura 3.8 los espectros que llevan la identificacion de galato de (-)-
epicatequina por CLAE-EM2. Se determiné que el ion molecular
correspondiente a dicho compuesto mas un proton (m/z = 443 + 0,5) da
lugar a un pico con un t.r. de aproximadamente 13,5 min, Figura 3.8a.
Cuando se busco el fragmento asociado con dicho ion molecular (m/z =
291 + 0,1), el mismo se puede observar en el mismo tiempo de retencion

(t.r.), Figura 3.8b.
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Figura 3.8: a) ion molecular del galato de (-)-epicatequina detectado por
CLAE-EM; b) fragmento hijo originados a partir de dicho ion molecular.
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Los analitos que fueron encontrados en el extracto alcalino se muestran
en la tabla III.5, donde se incluyeron las relaciones masa-carga de los
fragmentos obtenidos por disociacion inducida por colision en la deteccion
EM2. En dicho extracto, predominan los acidos fendlicos, los acidos 1-4
son derivados del acido benzoico, mientras que 5-6 derivan del cinamico.
Ademas, estan presentes dos quercetinas glicosiladas (8-9) y un galato,

entre otros flavonoides.

Nro. Compuesto tr. [M+H]+ EM?

Acidos fenolicos

1 Acido gaélico 2,3 171 127

2 Acido protocatechuico 2,7 155 111

3 Acido p-hidroxibenzoico 4.6 139 95

4 Acido siringico 9,4 199 155/184
5 Acido p-cumérico 11,5 165 121

6 Acido ferdlico 13,1 195 136/145

Flavonoides

7 Galato de epicatequina 13,5 443 289

8 30;3353‘;"’;‘;‘10 16,3 479 301

9 30qgg:ricett?§;d° 16,8 465 301
10 Quercetina 25,6 303 151/179
11 Genisteina 25,7 271 153/243/215

Tabla II1.5: polifenoles que pueden ser identificados en el extracto
optimizado en NaOH 2 M por LC-EM?2.
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detectados en el extracto hidroalcohoélico se ven en la tabla III.6. En dicho
extracto, se detectaron menos acidos fendlicos, predominando aquellos
derivados del acido benzoico, 1-4. Por otra parte, aparece una antocianina
(11). Ademas, estan presentes dos quercetinas glicosiladas (8-9) y un
galato (7), ademas de que predominan otros flavonoles glicosilados (9-11).
La deteccion de dos procianidinas (5-6), marca una diferencia con el
extracto alcalino. De ahi se pudo inferir que las condiciones de extraccion

alcalinas hayan hidrolizado a las procianidinas.

Nro. Compuesto tr. [M+H]+ EM?

Acidos fenolicos

1 Acido gaélico 2,3 171 127

2 Acido protocatechuico 2,7 155 111

3 Acido p-hidroxibenzoico 4,6 139 95

4 Acido siringico 9,4 199 155/184

Flavonoides y procianidinas

5 Procianidina B1 11,6 579 407/425
6 Procianidina B2 15,1 579 407/425
7 Galato de epicatequina 13,5 443 291

8 3-0-glucurénido-quercetina 16,3 479 301

9 3-0-ramndsido-quercetina 18,4 449 301
10 3-0-glucosido-isoramnetina 16,3 479 301
11 3-O-p-cumarqilglucosido- 18 627 317

Petunidina
12 Daidzeina 25,6 255 137/227/199

Tabla II1.6: polifenoles que pueden ser identificados en el extracto
optimizado en etanol:agua (1:1) por LC- EM?.
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Algunos de estos productos serian productos de degradacion de la
hidrolisis parcial de PF mas complejos en el medio alcalino de extraccion.
Ademas, debe tenerse en cuenta que cantidades de compuestos fenodlicos
“no extraibles” que normalmente pueden escapar de la extraccion por
interaccion con fibras dietéticas, proteinas y otros polimeros se pueden

encontrar presentes en esta extraccion alcalina [42], Figura 3.9.

Acido tanico
G = éster de acido galico HO OH

Acido gidlico

NaOH 2M
tiempo
temperatura *

Catequinas

Procianidina de soja

Figura 3.9: degradacion por hidrélisis alcalina propuesta y productos
detectados por CLAE-EM en extractos de orujo de uva.

Tanto en uno como en otro extractos de orujo optimizado, se pudieron
detectar muchos compuestos existentes en la literatura y asociados con

actividad antioxidante [27], [112], [113]. Los polifenoles de los extractos
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fueron considerablemente diferentes de acuerdo al solvente, por ese
motivo, la comparacion de perfiles puede contribuir a la seleccion de
extractos adecuados para distintos fines como alimentos funcionales o
farmacéuticos, conservantes, u otros [114]. Debido la complejidad de la
muestra y la poca disponibilidad de estandares de referencia, la deteccion
por espectrometria de masa demostré ser una herramienta indispensable

para la identificacion inequivoca de fenolicos.
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3.4. Conclusiones

Cuando aplicamos la extraccion hidroalcohdlica a la obtencion de
compuestos fenolicos extraibles, se observo un crecimiento las respuestas
CFT y AA hasta estabilizarse. En la extraccion alcalina de fenodlicos no
extraibles, el contenido de fenodlicos antioxidantes creci6 mas
rapidamente, dando valores mayores, hasta que los compuestos

comienzan su degradacion después de tres horas.

El analisis simultaneo de las condiciones en todos los factores de
extraccion se llevo a cabo gracias a la funcion de deseabilidad de
Derringer. Se encontré un compromiso en la busqueda de rendimiento de
CFT y AA de los extractos, minimizando el tiempo y la temperatura. Se
obtuvieron optimos para cada solvente condiciones de temperatura y
tiempo relativamente bajos que permitieron la obtencion de altos valores
de fenolicos antioxidantes, que fueron verificados experimentalmente. La
seleccion del extracto preferido también se debera hacer tomando en
cuenta la potencial aplicacion, se establecieron criterios basicos para la

obtencion de extractos a medida de la necesidad.

Sorprendentemente, cuando el analisis estadistico de optimizacion se llevo
a cabo, una de las variables de extraccion seleccionadas inicialmente, el
tiempo, resulto ser no significativa para los modelos matematicos
utilizados. Esto destaca la necesidad de elaborar modelos estadisticos
para interpretar los resultados, ya que la inspeccion visual de las graficas

puede ser engafosa.
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Capitulo 4: Optimizacion de la extraccion de polifenoles con
actividad antioxidante de cascarilla de soja mediante hidroélisis
alcalina

Lo importante en la ciencia no es tanto obtener nuevos datos, sino
descubrir nuevas formas de pensar sobre ellos.

— William Lawrence Bragg
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4.1. Introduccién

La soja (Glycine max) es la planta mas cultivada en todo el mundo, con
una produccion de 96,2 millones de hectareas, con 216,3 millones de
toneladas de granos al ano [115]. La cascarilla de soja (CS) representa el
principal subproducto de la industria aceitera de soja y constituye
alrededor del 8% del grano entero [116]. De acuerdo con estos datos,
aproximadamente 17,3 millones de toneladas de cascarilla de soja se
producen por ano [117]. Los Estados Unidos, Argentina, Brasil, China e
India son los mayores productores de soja del mundo y representan mas

del 90% de la producciéon mundial.

El interés especifico por la composicion de los productos de soja ha
crecido debido a que se han reportado potenciales agentes
anticancerigenos y otros agentes terapéuticos en la soja y productos
relacionados. Entre los fitoquimicos polifendlicos con actividad
antioxidante en soja, los mas abundantes son las isoflavonas [118]. Las
isoflavonas son un grupo de fenoles heterociclicos naturales abundantes
en la soja. Las isoflavonas también se conocen como fitoestrogenos porque
tienen actividad parecida a los estrogenos. Las tres principales isoflavonas
presentes en la soja son la genisteina, daidzeina y glicitina [119]. Los
alimentos de soja se sugieren para proporcionar un efecto protector sobre
diversas partes del cuerpo, como el intestino, el higado, la vejiga, la
prostata, la piel y el estomago frente a el desarrollo del cancer [120].
Ademas de su potencial terapéutico, cuando dichos antioxidantes son
anadidos a productos alimenticios, particularmente aquellos con alto
contenido de lipidos, estos antioxidantes naturales pueden aumentar la
vida util al retrasar el proceso de peroxidacion lipidica. Existe una
necesidad de identificar fuentes alternativas naturales y seguras de
antioxidantes alimentarios con buenas propiedades nutricionales, y la

busqueda ha aumentado notablemente en los ultimos anos [38].

Después de su procesamiento, los subproductos agricolas o partes no

comestibles de los vegetales, como cascarilla de soja, pueden contener
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altas cantidades de fenolicos, particularmente los no extraibles (FNE).
Dicho FNE pueden estar unidos a ésteres o atrapados dentro de proteinas,
polisacaridos o paredes celulares y permanecen en el residuo después de
la extraccion convencional con solventes, que normalmente se descartan
[42]. El estudio de FNE, ha recibido recientemente atencion debido a que
se descubrié que una cantidad considerable de compuestos fendélicos no
se caracteriza debido a estas limitaciones de los métodos convencionales
de extraccion con disolventes. Sin embargo, se encontré que los niveles de
FNE es muchas veces mas alto que los de PFs extraibles. En el presente
capitulo, se analiza la extraccion solido-liquido de PFs a partir de
cascarilla de soja. Un diseno de experimentos con cinco factores y tres
respuestas, permitio llegar a extractos optimizados. Todos los PFs
obtenidos a partir de cascarilla de soja con un rendimiento considerable

en este capitulo fueron FNE, obtenidos por hidrolisis alcalina.
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4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Materiales

La cascarilla de soja, Glycine max, fue cedida por la empresa Molinos Rio
de la Plata S.A. Los estandares usados para propositos de identificacion y
cuantificacion con CLAE-DAD: (+)-catequina, acido galico, quercetina,
trans-resveratrol y acido tanico se adquirieron de Saporiti Argentina y
Sigma-Aldrich. Solvente MeOH de calidad HPLC, acido acético glacial se
compraron de Fisher Scientific. El agua de grado cromatografico se
preparo en el laboratorio usando un sistema Milli-Q Millipore (Milford, MA,

EE. UU.).

4.2.2. Caracterizacion de la cascarilla de soja y extraccion de las
muestras

La cascarilla de soja, CS, se analiz6 previo a la extraccion en su contenido
de proteinas, fibras y lignina, entre otros valores nutricionales. El
contenido de materia seca se analizo mediante el protocolo PROMEFA-v2
AOAC, 1990 N° 130.15 y N° 167.03, el de proteina bruta por AOAC, 1998
N° 976.05, fibra detergente neutro por método ANKOM 6-2011 validado
con método de referencia ISO 16472:2006, fibra detergente acido por
ANKOM 5-2011 validado con método de referencia ISO 13906:2008 y
lignina detergente acido por PROMEFA V2 para equipo ANKOM. Luego, la
cascarilla fue molida hasta un tamano de particula adecuado y uniforme
de entre 0.21 y 2 mm, utilizando un molino de laboratorio y tamices. Se
almacené hasta su uso a temperatura ambiente en la oscuridad, para
evitar la degradacion de PFs [95]. La extraccion se realizo utilizando
soluciones de NaOH de diferentes concentraciones, con una relacion
solvente-solido de 10:1 (mL:g), manteniendo los balones de extraccion bajo
nitrogeno y cubriéndolos con papel de aluminio para reducir la oxidacion
favorecida por la presencia de oxigeno o luz. Las muestras de extracto se
centrifugaron y después se filtraron con jeringa y filtro de fluoruro de
polivinilideno 0,45 um para eliminar los sélidos. Finalmente las muestras

se diluyeron adecuadamente y los extractos se estabilizaron en una etapa,
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usando solucion buffer de acido acético para evitar la interferencia del

medio basico fuerte con las determinaciones.

4.2.3. Determinacion de fenélicos totales

Se utilizo el método de Folin-Ciocalteu, con modificaciones menores [96].
Para ello, se prepar6 una curva de calibracion utilizando diluciones en
serie de una solucion de acido galico. Las soluciones se prepararon en
buffer acetato 200 mM, pH = 4, y las muestras se diluyeron también en
este buffer. Para producir la reaccion de color, se anadieron 1 mL de
reactivo F-C (previamente diluido 1:10 en agua destilada) a 20 pl de
patron o muestra, y luego se anadieron 500 pl de solucion de NaxCO3 7%
P/V. Después de mezclar durante S s en un agitador vortex, las muestras
se colocaron en un bano de agua a 40°C durante 10 min. Finalmente, se
enfriaron a temperatura ambiente en bano de agua durante 5 min y se
midié su Abs76> por triplicado. Los resultados se expresaron en g de

equivalentes de acido galico (EAG)/100 g de CS seco.

4.2.4. Determinacion de la actividad antioxidante

Se utilizo la capacidad antioxidante por equivalentes de Trolox mejorada
(CAET). El ensayo se basa en la decoloracion del 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) o ABTS [61]. En primer lugar, el cation
radical de ABTS se gener6 por combinacion de su solucion con persulfato
de potasio en un matraz que se dejo agitando durante la noche. Luego,
cuando se mezclo con las muestras, se determiné su grado de
decoloracion como porcentaje de inhibicion del radical en funcion de la
concentracion y se calculé en relacion con la reactividad de Trolox. Las
mismas diluciones de las muestras en buffer usadas para determinar
fenodlicos totales se utilizaron para preparar las soluciones de muestras y
estandar en este ensayo. Se midi6 Abs765 en triplicados a 5 min (+ 0,3 min)
para todas las muestras, ya que podia haber variaciones significativas
cuando se utilizaba un intervalo de tiempo mayor. Los resultados se

expresaron como equivalentes de Trolox (ET), en mmol ET/100 g CS seco.
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4.2.5. Diseio experimental para el screening y optimizacion de
la extraccion

La primera etapa consistio en la identificacion de variables (o factores) que
son los que mas afectan a la extraccion de compuestos fenodlicos (o
“screening”). Utilizando software estadistico Minitab version 17 (Minitab
Inc.), se prepar6 un diseno factorial fraccional para determinar la
influencia de S factores sobre las respuestas. Los factores y sus limites
(codificados -1 y +1) fueron: concentracion de NaOH (0,5 - 2 M), tiempo
(30 — 180 min), temperatura (30 - 70 °C), tamano de particula (TP, 0.21 -
0.841 mm y 2 - 5 mm) y asistencia por ultrasonido (si/no), lo que
representé un total de 16 ensayos. Se estudiaron tres respuestas:
contenido de fenolicos totales (CFT), actividad antioxidante (AA) y la suma
de las concentraciones de acido galico y (+)-catequina determinadas por
CLAE, en una unica respuesta (GCcc). Para cada respuesta, se probo la
relevancia de cada factor, basada en la comparacion de su valor-p
respecto de valores criticos. Los factores se clasificaron como no
significativos (valor-p superior a 0,1), significativo (valor-p entre 0,1 y

0,05) o muy significativo (valor-p inferior a 0,05).

A continuacion, se optimizaron cuatro factores del screening: temperatura,
tiempo, tamano de particula y concentracion de NaOH. Para ello, se
prepar6 un diseno central compuesto completo de 31 ensayos. Se
consideraron tres niveles para cada factor, para niveles bajos, medios y
altos (-1, O, +1). Se mantuvieron los mismos intervalos del screening para
cada factor, y se analizaron las tres respuestas. Los valores intermedios
(codificados 0) fueron: NaOH (1,25 M), tiempo (105 min), temperatura (50
°C), tamano de particula (TP, 0.841-2 mm). A partir del analisis del diseno,
se pudieron generar superficies de respuesta. Se utilizaron graficos de
contorno y superficies tridimensionales para visualizar la influencia de los
factores en cada respuesta. Finalmente, se predijeron valores optimos
para maximizar las tres respuestas simultaneamente, mediante funcion

deseabilidad (D). La validacion del modelo se determiné mediante la
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comparacion de los resultados experimentales y los valores predichos en

las condiciones optimizadas.

4.2.6. Caracterizacion de polifenoles y cuantificacion por CLAE

Las extracciones de compuestos fenodlicos optimizadas se analizaron por
CLAE. Se colocaron muestras alcalinas (5 mL) en tubos de centrifuga y se
estabilizaron mediante la adicion de HCI diluido agregado gota a gota con
agitacion y en bano refrigerado para evitar la descomposicion de PF. Las
muestras se centrifugaron durante 5 min a S000 RPM y los sobrenadantes
se filtraron (0,45 pm) antes de inyectar en el sistema de CLAE. Se
identificaron y cuantificaron polifenoles en los extractos (acido galico, (+)-
catequina, resveratrol, quercetina y acido tanico) utilizando un sistema
Dionex ultimate CLAE (Dionex, Germering, Alemania) y una columna
Zorbax Eclipse XDB C18 (4.6 mm x 250 mm, 5 um, Agilent, EEUU). Se
usaron agua con acido acético al 1% (A) y MeOH (B) como fases moviles.
Los analitos se separaron usando siguiente gradiente: O min, 10% de B;
25 min, 27% de B; 40 min, 50% B; 45 a 54 min, 80% de B; 54,1 a 59 min,
10% de B. El flujo de fase movil fue de 1 mL/min. Para cada muestra se
adquirié un espectro entre 200 y 600 nm y la temperatura del horno de
columna fue de 35°C. La identificacion y cuantificacion de los PF se baso
en la comparacion de los tiempos de retencion y la maxima absorbancia
de los picos detectados en las muestras con los obtenidos mediante la
inyeccion de patrones puros. Las muestras se cuantificaron utilizando
calibracion externa pico a pico con patrones puros preparados a

concentraciones similares a las muestras.
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4.2.7. Analisis de PFs en extracto optimizado por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masa (CL-EM)

Para permitir la identificacion de PFs y tener mayor conocimiento en
cuales pueden ser liberados al preparar cada extracto, y relacionarlos con
la AA observada, las muestras optimizadas fueron analizadas por CLAE-
EM. Para tal fin, las muestras se prepararon de forma similar a la
utilizada para 4.2.6 previo a su inyeccion. La separacion cromatografica se
llevo a cabo mediante una columna Hypersil gold C18 (100 x 2,1 mm x 3
pm, Thermo Scientific). La fase movil utilizada fue la mezcla de NH4Ac (A)
S mM y metanol (B). Entre O - 3 min, se utilizaron 15% de B, de 3 - 8 min,
85% de B y finalmente entre 8,1 y 15 min un 15% de B. El caudal
utilizado fue de 0,25 mL/min, la temperatura de columna de 40+ 1 °C y el
volumen de inyeccion, 10 pl. El sistema de deteccion por EM comprendio
una fuente de ionizacion por electrospray acoplada a espectrometro de
masas triple cuadrupolo Quantum Access TSQ (Thermo Scientific,
Mississauga, Ontario, Canada). La ionizacion por electrospray se
establecio en polaridad positiva y la presion del gas de colision fue de 15
mTorr, en el intervalo de 50 - 500 m/z. La identificacion de un compuesto
sigui6 los principios de medicion de la masa de los iones padres, asi como

ocurrencia y coincidencia en el tiempo de retencion (t.r.) de los iones hijos.
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4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Preparacion de extractos de cascarilla de soja y eleccion
del diseno experimental

La cascarilla de soja Glycine max, fue caracterizada previo a la extraccion
de fenolicos para determinar su contenido de proteinas, fibras y lignina,
entre otros valores nutricionales. Se observo un contenido de materia seca
de 91,9%, proteina bruta de 7,9%, fibra detergente neutro de 65,44%,
fibra detergente acido 46,4 % y lignina detergente acido de 0,6 %. Los
valores nutricionales de la cascarilla estuvieron entre los valores
esperados del residuo. Esta cascarilla fue wutilizada para preparar

extractos en distintos solventes.

Los solventes mas utilizados para extraer compuestos fenolicos de soja y
otros desechos fueron relevados en la literatura, encontramos que metanol
(o metanol acidificado), etanol, acetona y sus mezclas de agua estaban
entre los mas populares [121]-[123]. Cuando se evaluo se evaluo el
contenido fenolico total y las actividades antioxidantes de 8 clases de
leguminosas, la acetona acida al 70% fue uno de los que mejor funciono,

mientras que el menos eficaz fue el etanol absoluto [124].

En nuestro propio muestreo de solventes, preparamos extracciones
solido:liquido, manteniendo siempre la relacion solvente : soluto (10:1)
fija, usando siempre 2h y 60 °C (sin ultrasonido). Evaluamos solventes de
distinta polaridad y preparamos extractos preliminares evaluando sélo el
CFT: con H20, se obtuvieron 0,149 equivalentes de acido galico por cada
100 g de cascarilla de soja (0,149 EAG/100 g CS), con EtOH:H20 (4:1)
(0,088 EAG/100 g CS), acetona (0,058 EAG/100 g CS), acetona:H20 (1:1)
(0,134 EAG/100 g CS), metanol (0,037 EAG/100 g CS). En ningin caso
proporcionaron una extraccion relativamente alta de compuestos
fenodlicos; como la literatura lo indicaba, en algun caso las mezclas de
agua y solvente organico fueron en principio mejores que los solventes

puros [125].
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En cambio, soluciones acuosas de NaOH si permitieron obtener
rendimientos interesantes, por eso fueron los solventes de eleccion para la
extraccion de fenodlicos antioxidantes de CS en nuestro trabajo. Muchos
autores reportan que, en algunos vegetales, los compuestos fenodlicos se
liberan mejor con hidrdlisis alcalina, obteniendo los fendlicos no extraibles
(FNE) [50]. Las frutas y verduras tienen la mayoria de sus fitoquimicos en
formas conjugadas libres o solubles y los FNE comprenden un promedio
del 24% de los fendlicos totales presentes en ellos [45]. Los tratamientos
alcalinos se usan comunmente para extraer acidos fenolicos unidos y
otros compuestos relacionados de los granos de cereales [49]. Las ventajas
adicionales de las soluciones alcalinas son su toxicidad reducida y
aceptabilidad en las aplicaciones alimentarias, siempre que se haga una

neutralizacion simple usando un acido diluido.

Uno de los principales problemas para la busqueda de extractos fendlicos
con actividad antioxidante de los materiales biolégicos es que las
condiciones de extraccion deben evitar la degradacion por la luz o por la
presencia de aire, especialmente en las condiciones de la extraccion
alcalina. La estabilidad de los PF y su reactividad pueden verse afectados
por muchos factores, como el oxigeno, el SO, acetaldehido, elevada
temperatura, el pH y la concentracion de otras moléculas presentes [114].
Para evitar la oxidacion por aire, los extractos se prepararon bajo

atmosfera de nitrégeno, desde antes de ser calentados.

Con respecto a la eleccion de los métodos de analisis, los extractos de CS
se evaluaron en base a su contenido fenolico total (CFT), actividad
antioxidante (AA) y concentracion de fenolicos determinados por CLAE. El
CFT se midi6o en los extractos por el método de Folin-Ciocalteau que
implica la oxidacion de los compuestos fenodlicos y la reduccion del
indicador de acido fosfomolibdico-fosfotungstico [96]|. Para determinar la
AA utilizamos el método de capacidad antioxidante por equivalentes de
Trolox (CAET), donde los antioxidantes de la muestra reaccionan con el

radical cation ABTS:+ (azul oscuro) decolorandolo de forma proporcional a
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su capacidad antioxidante [61]. Finalmente, los compuestos fendlicos
mencionados (GCcc) se determinaron mediante CLAE en los extractos
preparados, comparando su tiempo de retencion (t.r.) y perfil UV respecto
de los de estandares puros. Basandose en su aparicion en la mayoria de
los extractos analizados, se cuantificaron dos de los compuestos fenolicos
identificados para estudiar la extraccion, acido galico y (+)-catequina

(Figura 4.1).

a)

Corrida 11 del screening

b) Mix de estandares

Figura 4.1: a) cromatograma del extracto numero 11 del screening y b)
cromatograma del mix de polifenoles modelo, incluyendo: dcido gdlico (t.r. =
5,20 min), (+)-catequina (t.r. = 13,04 min), resveratrol (t.r. = 15,08 min) y
quercetina (t.r. = 15,64 min).
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4.3.2. Diseio experimental: screening de la extraccion de
polifenoles

La primera etapa del disefio de experimentos consistié en la identificacion
de variables (o factores) que afectan a la extraccion de compuestos
fenodlicos antioxidantes, también llamada etapa de screening. En la
segunda etapa, se evaluaron los valores 6ptimos de dichos factores para la
extraccion. Finalmente, se predijo el valor optimo de cada factor para dar
valores elevados de las tres respuestas por separado, y finalmente para las

tres respuestas simultaneamente, mediante el uso de una funcion de

deseabilidad (D).

Para realizar el screening se utilizo un diseno factorial fraccional ',
consistente en 16 experimentos para evaluar los efectos de: concentracion
de NaOH (0,5 - 2 M), tiempo (30 — 180 min), temperatura (30 - 70 °C),
tamano de particula (TP, 0.21 — 0.841 mm y 2 - 5 mm) y asistencia por
ultrasonido (US, con/sin), sobre las respuestas. De acuerdo con el
software Minitab 17.1.0, determinamos que el diseno fraccional elegido,
tuvo un poder de prediccion similar a un factorial completo (llevando a
cabo la mitad de experimentos). Disefios reducidos similares, como el de
Plackett-Burman (menor numero de experimentos posibles) ya habian sido
utilizados para extraccion de compuestos fendlicos de las uvas [101] y las
semillas de espino [126]. Sin embargo, al utilizar dicho disefio, se asume
que no existen interacciones entre los factores, que es algo que a priori se
ignora (como en nuestro caso). Cuando una interaccion es grande, los
correspondientes efectos principales tienen poco significado practico, ya

que dicha interaccion oculta el significado de los efectos principales.

La relevancia de los cinco factores se determino relativa a tres variables
respuesta: contenido de fendlicos totales (CFT), actividad antioxidante (AA)
y concentracion de dos polifenoles de gran ocurrencia en nuestros
extractos alcalinas de PF, acido galico y (+)-catequina, determinados por
CLAE y sumadas (GCcc). Para cada respuesta, se probo el contraste del

valor-p de los factores respecto de valores criticos para determinar si eran
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significativos. Los resultados de estos experimentos se muestran en la

Tabla IV.I.

Exp. Temp. t NaOH TP US CFT AA GCcc
1 -1 -1 -1 -1 1 0,314 0,611 34,5
2 1 1 -1 -1 1 0,584 1,617 50,7
3 -1 1 -1 1 1 0,378 0,643 47,2
4 -1 1 -1 -1 -1 0,475 4,932 14,7
5 1 -1 1 1 -1 0,392 1,014 38,4
6 1 -1 -1 -1 -1 0,403 1,025 50,9
7 -1 -1 1 1 1 0,433 0,995 n.d.
8 -1 1 1 1 -1 0,303 0,92 39,4
9 -1 -1 -1 1 -1 0,206 0,362 34,3
10 1 1 1 1 1 0,929 1,67 43,8
11 1 1 -1 1 -1 0,418 1,315 53,3
12 1 1 1 -1 -1 0,709 2,372 96,8
13 1 -1 1 -1 1 0,478 2,002 26
14 -1 1 1 -1 1 0,37 1,37 36,9
15 1 -1 -1 1 1 0,42 0,909 43
16 -1 -1 1 -1 -1 0,341 0,848 34,4

Tabla IV.I: valores de las respuestas para el screening, CFT esta expresado
en g EAG/100g CS; AA en (mmol ET/ 100 g CS); GCcc en mg/ 100 g CS.

El ensayo nro. 4 fue el unico outlier excluido, debido a su mayor error y
discordancia con el modelo. Los valores de fendlicos totales se hallaron
entre 0,206 y 0,929 g EAG/100 g CS. No existen reportes previos de
extraccion de fenolicos antioxidantes a partir de CS. En el trabajo de
Jokic, sobre semillas de soja entera molida (residuo mas rico en PFs que

nuestra CS), se investigd la influencia del solvente, la temperatura y el
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tiempo de extraccion. Una solucion acuosa de etanol al 50%, permitieron
a 80 °C después de 120 minutos obtener 0,432 g GAE/100g soja seca
[122].

La actividad antioxidante de los extractos se evalué mediante la capacidad
antioxidante por equivalentes de Trolox (ET), que oscilo entre 0,362 y
2,372 mmol ET/100 g CS durante el screening, valores relativamente altos
que confirmaron la potencialidad de este residuo para obtener PFs
antioxidantes. Ademas, los valores de GCcc fueron de hasta 96.8 mg/100
g CS. Ademas, el screening sirvio para evaluar los efectos estandarizados
de los cinco factores analizados sobre cada respuesta, Figura 4.2. En color
rojo se observan los factores significativos y en azul los de menor
significacion estadistica (afectan la respuesta en menor medida) o no
significativos. Asi mismo, se puede ver si su efecto es positivo sobre la
respuesta (si el aumento de dicho factor conduce a un aumento de la
respuesta), ubicandose a la derecha de la recta, o es negativo, ubicandose

a la izquierda.
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a9

a) |F-Ca = 0,05

pA

Effect Type
# Mot Significant

80 | W Significant
Factor Mame et
A Temp
B tiempo sC
40 c NaOH
o
E

part (13

us

al

b)ITEAC & = 0,05

mA

mt

mE

€) lgal + cat a = 0,05}

mE

3 2 1 0 1 2 3
Efectos estandarizados
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b) AA y c) GCcc.
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En el caso de CFT de los extractos de cascarilla, la temperatura fue muy
significativa, ya que el aumento de la temperatura dio lugar a un gran
incremento del CFT. En menor grado, el tiempo y la concentraciéon de
NaOH también fueron significativos y dieron lugar a aumentos del mismo
(Figura 4.2a). Por otra parte, el resto de los factores que fueron analizados,
el TP y el US no afectaron al CFT. El efecto significativo y positivo de la
temperatura fue similar al observado por Gonzales sobre residuo de
coliflor, donde CFT a 60 y 80 °C fueron ambas significativamente mas
altas que a 40° C [93]. Ademas, los efectos de temperatura y tiempo fueron
similares a los observados en el trabajo de Jokic en extractos de soja
entera. En el mismo, la extraccion de polifenoles totales creci6 al

aumentar la temperatura [122].

En cuanto a la respuesta actividad antioxidante de los extractos de CS,
temperatura, tiempo y concentracion de NaOH son significativos para
favorecerla (Figura 4.2b). Curiosamente, la molienda de CS a un tamano
de particula menor, puede disminuir la extraccion de antioxidantes, pese
al aumento de la superficie de contacto. Ademas, el efecto de US fue no
significativo pese a que el mismo junto con la hidroélisis alcalina habia
servido para aumentar el rendimiento de FNE con actividad antioxidante

en otro desecho [93].

Los efectos de los cinco factores sobre las tres respuestas pueden
resumirse en la Tabla IV.II, el efecto fue muy significativo si a fue inferior
a 0,05 (++), significativo si estuvo entre 0,05 y 0,10 (+) y finalmente no
significativo (n.s.) si su valor fue mayor que 0,10. Cuando un factor afecta

negativamente una respuesta, lleva un signo negativo (- 6 - -).
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Factor
A: ) C:
Respuesta B: tiempo D: TP E:US
Temp. [NaOH]
CFT ++ + + n.s. n.s.
AA ++ ++ ++ -- n.s.
GCcc + ++ n.s. n.s. - -

Tabla IV.II: efecto de los distintos factores sobre las respuestas evaluadas.

Finalmente, para la concentracion de acido galico y (+)-catequina (Figura
4.2¢c), el tiempo fue muy significativo, aumentando su concentracion,
mientras que el uso de US afectd6 su concentracion de forma muy
significativa pero negativa. La temperatura ayudo a su extraccion, de
acuerdo con la extraccion fendlica general. En lo que respecta a la
concentracion de estos fenolicos, el TP y la [NaOH] no los afectaron en
gran medida. Los compuestos acido galico y (+)-catequina tienen probada
reputacion como antioxidantes en la literatura, y su unioén en una sola
respuesta suma permitié que varios factores resultaran significativos (al

ser analizados por separado, ningun factor resulto significativo).

4.3.3. Optimizacion de los factores seleccionados en la etapa de
screening

Teniendo en cuenta el screening de las variables, los cuatro factores
significativos, temperatura, tiempo, concentracion de NaOH y TP se
utilizaron para seguir adelante con la optimizacion de los mismos. Se
seleccionaron los mismos intervalos para cada factor y se utilizo un diseno
central compuesto completo, consistente en 31 experimentos, incluyendo

puntos centrales como se ve en la Tabla IV.III. Disenos de experimentos
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similares fueron usados para otros procesos de recuperacion a partir de

desechos [127], [128].

Exp. Temp. tiempo NaOH TP CFT AA GCecc
1 -1 1 1 -1 0.370 1.37 36.9
2 -1 0 0 0 0.325 0.91 36.7
3 1 0 0 0 0.774 2.30 83.2
4 0 0 0 0 0.449 1.54 71.0
5 -1 1 1 1 0.303 0.92 39.4
6 0 0 0 0 0.476 1.65 67.4
7 -1 -1 -1 1 0.206 0.36 34.3
8 1 1 1 -1 0.709 2.37 96.8
9 1 1 1 1 0.929 1.67 43.8
10 -1 -1 1 -1 0.341 0.85 34.4
11 0 0 0 0 0.417 1.47 25.0
12 0 0 0 -1 0.448 1.61 33.8
13 1 1 -1 1 0.418 1.32 53.3
14 0 1 0 0 0.503 1.50 53.8
15 -1 -1 -1 -1 0.314 0.61 345
16 0 -1 0 0 0.290 1.04 30.5
17 0 0 0 0 0.447 1.52 25.5
18 0 0 -1 0 0.384 1.13 26.9
19 1 -1 -1 1 0.420 0.91 43.0
20 0 0 0 0 0.413 1.43 38.1
21 -1 -1 1 1 0.433 1.00 n.d.
22 0 0 0 0 0.487 1.64 515
23 1 1 -1 -1 0.584 1.62 50.7
24 1 -1 1 1 0.392 1.01 38.4
25 0 0 0 0 0.518 1.61 52.0
26 -1 1 -1 1 0.378 0.64 47.2
27 0 0 1 0 0.517 1.98 61.7
28 -1 1 -1 -1 0.364 0.82 86.6
29 0 0 0 1 0.367 0.93 22.1
30 1 -1 1 -1 0.478 2.00 26.0
31 1 -1 -1 -1 0.403 1.03 50.9

Tabla IV.III: valores de las respuestas para la optimizacién, CFT esta
expresado en g EAG/ 100g CS; AA en (mmol ET/ 100 g CS); GCcc en mg/ 100
g CS.

El analisis ANOVA de cada una de las respuestas en todos los

experimentos permitiéo obtener superficies de respuesta que se ajustaron a
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modelos estadisticamente significativos. Las graficas de superficie de
respuesta (Figura 4.3) presentan mas claramente como influyen estas
variables en los resultados de la extraccion. Estas superficies representan
las respuestas CFT, AA y GCaa cuando se trazan contra diferentes pares
de factores. De haberlo, un punto maximo en la superficie representa las
condiciones para la extraccion optima (cuando se encuentra en el
intervalo estudiado). Un alejamiento de este punto, en cualquier direccion,
disminuye el valor de la respuesta. La influencia de las variables en las

respuestas pudo confirmar y mejorar la informacion del screening.

Figura 4.3: diagramas 3D de superficie de respuesta, a-c) modulacion de
fendlicos totales por distintos factores; d-e) actividad antioxidante; g-i) dc.
gdalico y (+)-catequina.

En cuanto a la influencia de los factores en el CFT de las muestras, al

aumentar la temperatura CFT aumenta significativamente (Figura 4.3a).
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El rango de temperatura elegido es relativamente bajo (temperatura
maxima de 70 °C), limitado para evitar la degradacion de los compuestos
fenolicos [129]. Ademas, por la posible co-extraccion de otros compuestos
indeseables en el extracto se aconseja evitar las altas temperaturas de
extraccion, aunque la eficiencia sea un poco mas baja [130]. En la Figura
4.3b se puede observar que el tiempo aumento6 el rendimiento de fenolicos
y en este caso se pudo detectar un maximo en la variable tiempo para el
intervalo elegido. Con respecto al efecto de la concentracion de NaOH, en
la misma figura se ve que el contenido de CFT aumenta linealmente a

medida que aumenta la concentracion del alcali.

Por otro lado, la Figura 4.3c (CFT vs tiempo y TP) muestra como se pueden
encontrar valores optimo en un tamano intermedio TP y un valor tiempo
relativamente alto dentro de sus intervalos. Habitualmente, moler el
material mas pequeno permite una mejor extraccion de antioxidantes
[129], pero en nuestro caso, posiblemente porque la cascarilla de soja se
aglomera mas y la solucion se vuelve mas viscosa a medida baja el TP, la

extraccion no se favorece.

La actividad antioxidante se puede observar en la Figura 4.3d (AA vs
temperatura y tiempo), donde se puede ver que ambos factores influyen
considerablemente. En las Figuras 4.3e-f (AA vs TP, temperatura y tiempo
respectivamente) muestran como el tamano de particula también
encuentra un valor Optimo, mientras que la temperatura aumenta sin
limite en el intervalo. En las tres graficas puede verse algo similar a las de
contenido fenolico. Mas adelante, en el presente capitulo, se estudia la

correlacion entre AA y CFT.

Finalmente, en las Figuras 4.3g-i, se puede ver la influencia de los
factores sobre los GCcc. Se observa, en coincidencia con las otras
respuestas el valor optimo de TP. Sin embargo, la concentracion de NaOH
practicamente no tiene influencia y, curiosamente, la temperatura en los

ensayos centrales, reduce la obtencion de GCcc, en comparacion con
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valores bajos y altos del factor, dando un minimo de la respuesta en la
temperatura intermedia del intervalo estudiado. Pese a ese minimo, a
altas temperaturas se denota un fuerte crecimiento de la extraccion de
GCcc, y esto queda mas claro al construir la funcién deseabilidad en la
seccion siguiente. El tiempo también favorece esta respuesta, la influencia
de estos factores es comparable a la descrita por otros autores para la

obtencion de compuestos fenolicos a partir de té verde [130].

Para determinar qué relaciones existen entre las respuestas estudiadas, y
saber, por ejemplo, si todas ellas crecen de forma conjunta como podria
esperarse, los coeficientes de correlacion de Pearson se calcularon
incluyendo datos experimentales de screening y optimizacion. Se observo
una buena correlacion entre AA y CFT (R2 = 0,761, con pendiente = 3,80),
Figura 4.5. El resultado no es inesperado, ya que se observaron
correlaciones entre las composiciones fendlicas y las actividades
antioxidantes, como en los extractos preparados a partir de 8 clases de
leguminosas [124]. En ellos se relacionaron el CFT, contenido total de
flavonoides y la AA. Dichas variables también se correlacionaron (R?Z =
0,70) en un trabajo sobre legumbres crudas, descortezadas, cocidas y
remojadas [131]. En una extraccion con solvente organico, los extractos
preparados en acetona de lentejas, garbanzos y soja [132] CFT y AA

también tuvieron buena correlacion lineal.
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Figura 4.5: correlaciéon entre las mediciones de AA y CFT.

Contrario a lo que pudiera esperarse, la correlacion entre el contenido de
compuestos fenodlicos y la concentracion GCcc no fue tan bien
correlacionada (R?2 = 0,444). Ademas, la correlacion entre GCcc y AA tuvo

una correlacion aun mas pobre (R2 = 0,343).

4.3.4. Uso de la funcion deseabilidad D para maximizar todas las
respuestas

Como existe interés en aumentar los valores de las tres respuestas en
estudio, se utilizo una funcion deseabilidad (D) para producir extractos
que las pueden maximizar en simultaneo. Para tal fin, se debieron ajustar
los parametros que definen D, de acuerdo a las posibilidades ofrecidas por
el software, considerando la importancia, el peso y el rango para cada
respuesta. La AA fue considerada la respuesta mas importante,
asignandosele un peso de 1, siendo el de GCcc y CFT de 0,1. En cuanto a

los rangos utilizados para los factores para buscar los valores mas
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“deseables”, los mismos son aquellos utilizados hasta aqui en screening y
optimizacion, exceptuando el caso de TP, en el que se fija el valor central
(mas favorable para todas las respuestas). Esto obedece a la imposibilidad
de usar un rango continuo para este factor y construir un nuevo TP de

tamano exacto, a medida.

Mediante los criterios elegidos, el modelo sugiere una temperatura de
70 °C y un tiempo de 151 min, con una concentracion de NaOH 2M, para
obtener los valores de 78,9 mg de GCcc por cada 100 g cascarilla, 0,804 g
EAG/100 g CS de CFT y una actividad antioxidante de 2,37 mmol ET/100
g CS, con una deseabilidad general de 0,987. Todas las condiciones
elegidas se hallan en la Tabla IV.IV, y los perfiles para cada respuesta

obtenidas para la funcion D se muestran en la Figura 4.4.

Temp Tiempo [N2OH] T.P.
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Cur
Low
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Figura 4.4: valores de deseabilidad y las tres respuestas en funcién de los

4 factores.
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a) Parametros de la funcion D

Respuesta Objetivo  Bajo Alto  Peso Importancia
GCcc maxim. 0 0,0968 0,1 1
AA maxim. 0,362 2,372 1 1
CFT maxim. 0,206 0,929 0,1 1
b) Rango de factores
Factor Valores
Temperatura  (-1; 1)
Tiempo (-1; 1)
[NaOH] (-1; 1)
TP 0
c) Solucion Factor Respuesta
Temp. t [NaOH] T.P. GCcc AA CFT D
Valor 1 0,616 1 0 0,0789 2,37 0,804 | 0,987

Tabla IV.1IV: a) parametros usados para las respuestas, b) rangos para los
factores analizados (se fija el TP) c) solucién propuesta por deseabilidad.

La concordancia entre los resultados del modelo y los resultados de

valores experimentales fue confirmada realizando cuatro réplicas en

dichas condiciones. Se obtuvieron valores con una concentracion de 71,0
* 15,8 mg de GCcc por cada 100 g cascarilla, 0,718 + 0,048 g EAG/100 g
CS de CFT y una actividad antioxidante de 2.167 £ 0,320 mmol ET/100 g
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CS, en los tres casos. Curiosamente los valores obtenidos fueron
aproximadamente 10% mas bajos que los predichos pero de una

concordancia aceptable.

4.3.5. Identificacion de fenélicos por CL-EM

Para indagar acerca de la estructura de los FNE responsables de la
actividad antioxidante demostrada por los extractos de CS, utilizamos CL-
EM. Debido a las caracteristicas de los compuestos y a la poca
disponibilidad de compuestos de referencia, la deteccion por
espectrometria de masas demostré ser una herramienta indispensable
para la asignacion inequivoca de los picos. La identidad del ion primario
detectado se confirm6 por fragmentacion en iones hijos, ya que los
fragmentos de las moléculas mas recurrentes pueden ser encontrados en
la literatura [133], [134]. El extracto preparado en condiciones
optimizadas se neutralizo, centrifugo y filtré a través de filtro de jeringa de
0,45 um para prepararlo para el analisis CL y la identificacion del

contenido fenolico utilizando un espectrometro de masas.

Para la separacion de polifenoles, se utiliz6 una columna de fase reversa
C18, y luego los analitos se ionizaron para ingresar en el EM. Se incluyen
las relaciones masa-carga de los fragmentos obtenidos por disociacion
inducida por colision en el experimento EM2. Se observa el espectro de
daidzeina detectado por EM?2, se puede ver como los iones padre (Figura
4.6a) e hijo (Figura 4.6b) estan presentes, en aproximadamente el mismo

tiempo de retencion.



111
Capitulo 4: Optimizacion de la extraccion de polifenoles con actividad antioxidante de
cascarilla de soja mediante hidrélisis alcalina

T
1005 , a) 6.51E5
] e
B0 254 50-
] 25550 MS
Ad- 1467937 soybe amiS:y

M

20-; A ‘,Lh._rawlﬁ-«‘* A

:-—ErL\.H“—“—”-"-_-mﬁu—v—"'w“T—“
rrTrrryprrroryrr1r7rrvryrvrirr oy rrrryrrrryprrrnrger

0 ] 10 15 20 25 a0 35
Tiempo (min)

Abundancia relativa
L_IJ

RT: 2561 NL: 3.95E3

10 b) AA:35832  TICF: +cESIsid=10.00
jd SRM ms2 255 000
= 8 [136 900-137.100,
E 198 900-199.100,
= 6 ﬂ 21%?33 226.000-227 100] MS ICIS
E soybeam{Sx)
B 4
=
§
22
-3

Figura 4.6: identificacion de daidzeina por CL-EM2: a) ion molecular de la
daidzeina observado por EM1 b) EM2 de fragmentos hijos originados a
partir del ion molecular padre de daidzeina.

La totalidad de compuestos que fueron encontrados de esta forma se
encuentran en la Tabla IV.V, dentro de tres grupos, acidos fenodlicos,

antocianinas y estilbenos, e isoflavonas.

La hidrolisis alcalina también escinde el enlace éster entre el acido
fenolico y el glucosido flavonoide, lo que impide determinar glucosidos de
flavonoides acilados [135]. Ademas, debido a que los glucosidos de acido
fenodlico estan unidos mediante un enlace éster, que también se degrada
en condiciones alcalinas, la presencia de acidos fendlicos en forma de
glucosidos no se detecta. Los acidos fenolicos, como galico, siringico,
feralico, que poseen actividad antioxidante, también se han encontrado en
soja [136], ademas de isoflavonas, encontradas en extractos acuosos o

metanolicos de soja entera [137]. Las isoflavonas genisteina, daidzeina y
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gliciteina, son las que se presentan en mayor proporcion en soja. Dichas
isoflavonas pueden estar presentes en forma de glucésidos, en un 64%
genisteina, 23% daidzeina y 13% gliciteina-7-O-B-glucosido [138]. Otra

vez, se pudieron detectar isoflavonas, pero en forma libre.

Nro. Compuesto tr. [M+H]"  MS?

Acidos fenolicos

1 acido galico 1.2 171 127
2 acido siringico 9.4 199 155/184
3 acido ferdlico 13.1 195 136/ 145

Antocianina y estilbenos

4 (+)-catequina 11.8 291 247

5 (-)-epicatequina 17.8 291 247

6 quercetina 25.3 303 151/179
Isoflavonas

7 daidzeina 25.6 255 137122717199

8 genisteina 25.7 271 153/243 /215

Tabla IV.V: polifenoles que pueden ser identificados en el extracto
optimizado por CL-EM2.
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4.4. Conclusiones

Se llevo a cabo un analisis inédito para la preparacion de extractos con AA
de cascarilla de soja, a través de hidrolisis alcalina y liberacion de FNEs.
Cinco factores y tres respuestas fueron estudiadas por diseno de
experimentos. El analisis simultaneo de las condiciones en todos los
factores de extraccion se llevo a cabo gracias por deseabilidad. Se
encontro un compromiso en la busqueda de valores maximos de tres
respuestas relacionadas con el contenido de fenodlicos no extraibles,

priorizando la AA.

El presente es uno de los primeros trabajos realizados sobre los PFs
antioxidantes de la cascarilla de soja, ya que otros trabajos permitieron
obtener datos relativos a otras partes del grano, y so6lo a algunos
compuestos o grupos [131, 134, 139]. Dado que la biodisponibilidad de los
PFs en distintas partes de la planta es muy variada, estos datos pueden
contribuir a la seleccion de materiales vegetales adecuados para la
obtencion de fitoquimicos como ingredientes de alimentos funcionales o

farmacéuticos [114].



114
Resumen

Capitulo 5: Extraccion de polifenoles de cascarilla de soja mediante
tratamientos fungicos y enzimaticos

El que ha llegado tan lejos que ya no se confunde, ha dejado también de
trabajar.

—Max Planck



115
Capitulo 5: “Extraccién de polifenoles de cascarilla de soja mediante tratamientos
fuingicos y enzimaticos”

5.1. Introduccion

A diferencia de las fermentaciones tradicionales en medio liquido, en la
fermentacion en estado solido (FES) se emplea un soporte solido donde se
desarrolla un microorganismo frecuentemente un hongo filamentoso, con
bajo contenido de agua (<20-30%). Si dicho soporte es un residuo
organico, cumple ademas la funcion de nutriente disminuyendo
notablemente los costos del proceso de fermentacion [52]. Los hongos
filamentosos se alimentan por absorcion de sustancias simples como
aminoacidos, mono o disacaridos, etc. Para obtener dichas moléculas
secretan al medio una alta cantidad de enzimas hidroliticas capaces de
degradar macromoléculas biologicas complejas como almidon, xilano,
celulosa, etc. [140]. Esta capacidad de producir de enzimas extracelulares
convierte a los hongos en grandes productores de enzimas eucariotas, las
cuales pueden colectarse en un medio con alta concentracion debido a la
baja actividad de agua que la FES posee. Los compuestos bioactivos
sintetizados por las plantas tienen muchas aplicaciones potenciales como
agentes promotores de la salud, y una porcion sustancial de los mismos
permanece atrapada por la compleja matriz de la pared celular de la
planta, disminuyendo su disponibilidad [53]. La FES ofrece la posibilidad
de procesar residuos agroindustriales que se pueden utilizar como
sustratos para la produccion de enzimas, y, si el residuo contiene
polifenoles unidos, co-eluir los mismos por medio de su liberacion gracias
a dichas enzimas (especialmente hidrolasas). Los métodos de extraccion
asistida por enzimas se han aplicado para a la recuperacion de polifenoles
logrando altos rendimientos de extraccion [141]. Al final del proceso se
obtiene un residuo degradado y de menor volumen, que baja el impacto

que los desechos organicos provocan en el medioambiente [142].

Un método mas especifico que la hidrélisis alcalina y que el uso de hongos
para liberar compuestos fenodlicos unidos puede ser la hidrolisis
enzimatica. La adicion de las enzimas puras (obtenidas a partir de hongos)

sobre un residuo también pueden facilitar la liberacion de estos
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compuestos fendlicos [53]. El tratamiento enzimatico también representa
una estrategia mas ecologica para la recuperacion de compuestos
bioactivos a partir de materiales vegetales que la extraccion con solvente y
merece ser evaluada. Kammerer y colaboradores probaron el empleo de
enzimas con actividades pectinasas y celulasas sobre el orujo de uva
durante la extraccion con agua, obteniendo un aumento en el rendimiento
de la extraccion de alrededor del 30%, respecto a un control sin enzima
[54]. Las celulasas, por su parte, actian en la despolimerizacion de la
celulosa a azuicares fermentables. Estas enzimas desempenan un papel en
la desintegracion de la matriz de la pared celular de la planta y, en
consecuencia, facilitan la extraccion de polifenoles, ademas son GRAS
(generalmente considerado como seguro), permitidas para distintas

aplicaciones.

Algunos trabajos han demostrado la viabilidad de la aplicacion de
pectinasas, celulasas y tanasa para la extraccion fendlica a partir otro
residuo, orujo de uva, en medios acuosos [54], [55]. En el caso de los
taninos condensados, su biodisponibilidad depende del grado de
polimerizacion y de su union a acido galico [143]. Chamorro y
colaboradores demostraron que el empleo de enzimas con actividades
pectinasa y tanasa mejora la actividad antioxidante del producto obtenido,
debido a la liberacion de acido galico a partir de su forma unida a la
catequina [55]. Recientemente, Fernandez y colaboradores probaron el
empleo de enzimas con observando liberacion de los taninos condensados
de residuos de uva, asi como aumento de la actividad antioxidante del
producto obtenido debido a liberacion de polifenoles no extraibles (FNE)

[144].

En el presente capitulo nos centramos en la extraccion de compuestos
fenodlicos a partir de cascarilla de soja (CS), que es un subproducto de la
industria aceitera. Este residuo representa un problema sustancial de
gestion de residuos en regiones de produccion intensa. Estudiamos la

liberacion de PFs por medio del hongo filamentoso A. Oryzae, y mediante
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el uso de enzimas hidrolasas puras. También analizamos la influencia de
estos factores en la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos
partir de CS. Destacamos que tanto la extraccion biologica empleando
hongos filamentosos como la extraccion enzimaticas aplicadas a CS, no

reportan antecedentes en la bibliografia.



118
Capitulo 5: “Extraccién de polifenoles de cascarilla de soja mediante tratamientos
fuingicos y enzimaticos”

5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Solucion de elementos traza para FES

La solucion de trazas se prepar6 colocando 3 g de KH2PO4, 3 g de NaNOs3,
0,5 g MgS04-7H20, 0,5 g de CaCl2.2H20, 0,0075 g de FeSO4.7H20, 0,0025
g de MnSO4-H20, 0,003g de CoCl2:6H20 y 0,002 g ZnSO4:7H20 y se llevo a
un volumen final de 1 L con agua destilada. La eleccion del contenido de
esta solucion se ajusto a la informacion publicada. Esta solucion diluida
es un requisito nutricional para el optimo desarrollo de la cepa de

Aspergillus oryzae [145].

5.2.2. Preparacion de un cultivo en estado solido de A. oryzae

Se evaluo la extraccion biologica de PF empleando fermentacion en estado
solido (FES) del hongo filamentoso Aspergillus oryzae para distintos dias
de cultivo. Para tal fin, se realizaron fermentaciones en estado soélido
colocando en un recipiente de aluminio con tapa 1,00 g de CS (sustrato
so6lido), previamente molida y tamizada en un tamiz de ensayo MACOTEST
mesh 20 y con una abertura de 840u, y 10 mL de solucion de trazas. Se
esterilizo en autoclave por 20 minutos a 120°C, y luego se sembro un
inoculo de conidios de Aspergillus oryzae de 4,75 x107 conidios (0,495 uL
de la suspension de conidios de la cepa almacenada en glicerol a -70°C), y
se incubod en estufa a 30°C por 2, 5 y 7 dias. Luego de la incubacion se
procedi6o a obtener un extracto liquido de la FES. Se prepararon por
triplicado de cada uno de los sistemas por cada tiempo de incubacion.
Una vez recolectados los extractos fueron filtrados con tela y centrifugadas
por S min a 125 RPM (Figura 5.1), y se determiné el contenido de AA y
CFT.
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Sustrato solido Indculo Agua destilada
Buffer para FES A. oryzoe o Buffer PipH 6

o e B

Extracto de

Esterilizacién Agitacion Filtracion
la FES

Figura 5.1 Esquema de trabajo del cultivo en estado sélido

Se empledé como control un recipiente de 1g de cascarilla preparado y

tratado en idénticas condiciones pero sin inoculo del A oryzae.

5.2.3. Tratamiento enzimatico de la cascarilla de soja

Se ensayaron tratamientos enzimaticos sobre CS con enzimas comerciales
y en diferentes concentraciones. También se ensayé una mezcla artificial
de las mismas. De acuerdo a la composicion de la cascarilla, las enzimas
seleccionadas para el tratamiento enzimatico fueron: a-amilasa (0,5 -
1,5mg/mlL) de A. oryzae, celulasa (0,26 - 0,78mg/mL) y pectinasa (0,31 -
0,93mg/mL) de A. niger, todas adquiridas en Sigma-Aldrich Chem. Co.,
USA. Las mismas se prepararon en soluciones buffer Pi, pH 7,00, SO0mM.
Se emple6 agua destilada como solucion control. La cascarilla fue
incubada con las soluciones de enzimas entre 60-100 minutos en

agitacion de 100 rpm a 30°C.

5.2.4. Determinacion de contenido fendlico total y de actividad
antioxidante

De acuerdo con la seccion materiales y métodos del capitulo 4.
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5.3. Resultados

5.3.1. Tratamiento de la cascarilla de soja con el hongo A oryzae
La CS con solucion de trazas fue inoculada con A. oryzae durante 7 dias a
30°C, temperatura optima de crecimiento del hongo. Se pudo observar que
el desarrollo del hongo (H+) generd la secrecion de enzimas hidrolasas
inducidas por la presencia de este sustrato como unica fuente de carbono.
Las enzimas producidas por el hongo fueron capaces de degradar CS, tal

como se muestra en la Figura 5.2.

Figura 5.2: fotografia del quinto dia de un cultivo de fermentacién sélida de
A. oryzae sobre CS como tnica fuente de carbono.

Los resultados obtenidos se compararon con un sistema en ausencia del
hongo (H-) utilizado como control negativo. La figura 5.3 muestra un
incremento apreciable en la concentracion de PFs en presencia del hongo
que se hace maximo al quinto dia de desarrollo del cultivo. En el control
negativo, se pudo verificar que no hay modificacion de CFT en ausencia

del hongo.
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Figura 5.3: Determinaciéon de CFT en presencia y ausencia de A. oryzae
para los extractos obtenidos en los dias 2, 5 y 7 de cultivo.

En la Figura 5.3 se puede ver que los valores de CFT obtenidos en los
extractos fungicos, la accion enzimatica sobre la fibra de CS favorece la
extraccion de CFT siendo maxima en el dia cinco de cultivo donde se
obtiene un aumento de 107% respecto a la CS en agua sin tratamiento
bioloégico. La secrecion de enzimas es maxima al quinto dia,
principalmente en el caso de la enzima a-amilasa y esto justifica los
valores mas altos, luego, la posible presencia de proteasas secretadas
podria explicar la disminucion de la actividad hidrolasa observada al sexto
dia. Sin embargo, las proteasas podrian también justificar una alta AA,

como se menciona en parrafos posteriores.

La extraccion de CFT por medio del cultivo fungico, 0,274 g EAG/100 g
CS, fue del 40% respecto del rendimiento de la extraccion alcalina
optimizada, CFT = 0,718 g/100 g CS. Cuando se analiz6 la AA de los
extractos fungicos, estos crecieron o decrecieron en la medida en que lo

hacia el CFT, esto es logico debido la habitual correlacion encontrada
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entre contenido fenodlico y actividad antioxidante. La correlacion entre
dichas variables para tratamientos biologicos es analizada mas adelante

en este capitulo.

En cuanto a la AA de los extractos de CS obtenidos, el analisis de los
mismos por el método de TEAC se muestra en la Figura 5.4. El
tratamiento biologico resulté muy efectivo, principalmente en el quinto dia
de cultivo donde se extraen casi cuatro veces mas respecto al control

acuoso.
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Figura 5.4: Determinacion de AA en presencia y ausencia de A. oryzae para
los extractos obtenidos en los dias 2, 5y 7 de cultivo.

En comparacion con los extractos obtenidos de CS por hidrolisis alcalina,
2,17 mM Trolox, y fingica, 2,19 mM Trolox, resultaron equivalentes. Aun
sin haber optimizado, los resultados para el cultivo de 5 dias con A.
Oryzae resultaron sorprendentemente altos en AA. Debido a que el
contenido fenolico de esas muestras es, como mencionamos, inferior al del
tratamiento alcalino. Esto podria sugerir que, o bien los PFs presentes en

extractos de hongo tienen mayor AA, o bien hay antioxidantes no fenodlicos
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dentro de los extractos biolégicos. En ese sentido, el valor alto de AA,
podria ser producto de la accién de proteasas que pudieran comenzar a
manifestarse a los 5d, ya que en la bibliografia estas enzimas son

responsables de la formacion de péptidos antioxidantes en A.Oryzae [146].

Para determinar los factores mas importantes que afectan a la actividad
antioxidante, los coeficientes de correlacion de Pearson se calcularon
utilizando los datos experimentales. La figura 5.5 muestra la correlacion
entre AA y CFT la cual sigue el mimo patron ya observado para los
métodos de extraccion ensayados en esta tesis que emplearon tanto CS
como orujo de uva. Es decir, se observo una muy buena correlacion entre
ambas variables (R? = 0,952, pendiente = 8,02). En relacion con el parrafo
anterior, y la mayor AA de estos extractos, la pendiente de la grafica AA vs

CFT duplica aquella del tratamiento alcalino (8 vs 4).
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Figura 5.5: correlacion entre AA y CFT obtenidos por tratamiento biolégico
sobre CS para los extractos obtenidos en los dias 2, 5 y 7 de cultivo.

5.3.2. Tratamiento enzimatico de la cascarilla de soja
La CS se traté con soluciones de enzimas comerciales con actividad

hidrolasa, es decir, capaces de hidrolizar enlaces quimicos: a-amilasa,
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celulasa y pectinasa. Se evaluaron dos concentraciones para cada enzima,
como se explico en materiales y métodos, y la extraccion de polifenoles
mejor6 al aumentar la concentracion, se muestra la liberacion de
polifenoles a mayor concentracion de enzima. Los mejores resultados
fueron obtenidos mediante a-amilasa 1,5mg/mL, seguida de celulasa 0,78
mg/mL. La Tabla V.I resume los datos obtenidos para CFT y AA luego del
tratamiento y en comparacion de la cascarilla no tratada, control de

extraccion con agua.

Se puede observar que la enzima a-amilasa es la Ginica que produce una
extraccion 48% superior al control. Las demas no justifican ser usadas,
incluso la enzima pectinasa la perjudica, lo cual puede ser indicio de
interferir en la actividad antioxidante de los extractos, o quizas en el
método de determinacion del mismo. Ademas, se realizo una mezcla de
aquellas que demostraron mayor capacidad de extraccion de CFT y AA
frente al agua. La mezcla de ambas enzimas no mejoré la extraccion
respeto a la a-amilasa sola. El tratamiento enzimatico es una alternativa
mucho mas rapida al hongo pero los rendimientos en las respuestas
estudiadas no son tan buenos. Con estos sistemas mas puros y limpios no

se puede obtener el CFT y la AA que tuvimos con A. Oryzae.

Enzima CFT % 1 AA % 1
o-Amilasa 1,55 44 8 0,52 48.6
Celulasa 1,12 4.6 0,36 0,03
Pectinasa 0,8 -25,2 0,02 -94.3
Control
H,0 1,07 - 0,35 -

Tabla V.I: Determinacion de CFT (g EAG/ 100 g CS) y AA (mmol T/ 100 g CS)
en los extractos obtenidos por tratamiento enzimatico de CS empleando la
concentracion de enzima mads alta.
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5.4. Conclusion

Del analisis de las extracciones por medio del hongo filamentoso A. oryzae
y el tratamiento enzimatico se puede concluir que ambos representan una
buena opcion para la recuperacion de polifenoles de cascarilla de soja de
manera amigable con el medio ambiente. Es relevante destacar que la
metodologia requiere bajo consumo de energia, recicla un material
recalcitrante de la region y no requiere de aditivos ni procedimientos
quimicos posteriores. Por otro lado, A. oryzae es un hongo considerado
GRAS, lo que implica que los extractos obtenidos en este trabajo pueden

ser empleados por la industria alimenticia sin objeciones.
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Conclusiones finales

Este trabajo de tesis tuvo comienzo gracias al inicio de una red
internacional de investigadores en la que participamos junto con otros
cinco grupos de investigacion de Latinoamérica y Europa llamada
“Biotecnologias para valorizar la biodiversidad de alimentos regional”,
BiValBi, de Marie Curie Actions. En dicha red nos convoco la problematica
del aprovechamiento de desechos para obtener productos de valor
agregado. Esta tesis se inicio en la Universidad de Reading, Reino Unido,
para trabajar sobre la problematica de otorgar valor al lactosuero. Una vez
en Argentina y en el marco de una beca doctoral de CONICET, continud6 en
nuestro laboratorio del IPROBYQ, UNR, con el empleo de orujo de uva y la
cascarilla de soja para producir extractos ricos en polifenoles con
actividad antioxidante.

En un balance de este trabajo, podemos concluir que la betalactoglobulina
demostré una alta capacidad en la reduccion de la astringencia en las
etapas de elaboracion del vino tinto, comparables a las proteinas de
referencia empleadas habitualmente, y no se detecta su presencia en el
producto final. Por esta razon, la BLG presenta una alta potencialidad en
el uso industrial para la reduccion de astringencia en el sector vitivinicola,
como una alternativa natural y ecologica en el proceso de elaboracion de
vino tinto.

Por el lado del orujo de uva, se obtuvieron una variedad de extractos
polifendlicos a partir de orujo de uva, bajo la directriz de un disefnio de
experimentos. Los mismos fueron producto de diversas estrategias de
extraccion por métodos quimicos de extraccion solido liquido. Se disenaron
protocolos alternativos que evitaron el uso de solventes organicos,
permitiendo la obtencion de fendlicos extraibles y no extraibles. Cada
estrategia mostro un perfil fendlico particular que podria tomar relevancia
de acuerdo al producto industrial al cual se pretende destinar.

Para la cascarilla de soja, se profundizo en nuestro conocimiento sobre

disenio de experimentos, incrementando el numero de variables en estudio
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y la relevancia de las mismas para la extraccion quimica. Se trabajo en la
obtencion de fendlicos no extraibles por hidrélisis alcalina y, ademas, se
disefiaron métodos biolégicos que involucran enzimas comerciales y un
hongo filamentoso.

Finalmente, este trabajo fue pionero en nuestro instituto respecto del uso
del orujo de uva y del suero de leche para generar valor agregado, también
en cuanto a la obtencion de antioxidantes a partir de la cascarilla de soja.
Esto ha permitido el desarrollo de nuevas lineas de investigacion,
convenios con Empresas y la adquisicion de nuevos subsidios de
investigacion. La necesidad de reutilizacion de los desechos nos incumbe
como miembros de un instituto dedicado a los procesos y, sin duda,
quedan pendientes a futuro nuevos estudios que permitan profundizar el
conocimiento de respecto de la obtencion, cuantificacion e identificacion
de antioxidantes con miras a una insercion de los mismos como
ingredientes cosmeéticos, o en alimentos funcionales, u otros usos

potenciales.
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Resumen

Los residuos del sector agroalimentario

La industria agroalimentaria combina el proceso productivo agricola con el
industrial para generar alimentos o materias primas semi-elaboradas
destinadas al mercado. La tendencia mundial es el notable crecimiento en
la generacion de residuos por esta industria derivada del incremento en la
generacion de productos comercializables y el procesamiento de nuevos
alimentos. Estos desechos no son de facil disposicion, ya que poseen
elevada carga organica y requieren un costo adicional para su
tratamiento. Sin embargo, podrian ser susceptibles de aprovechamiento o
transformacion para generar otro producto con valor economico, de

interés comercial y/o social.

Para lograr el aprovechamiento de sus residuos, necesitamos desarrollar
una clara conciencia ambiental, asi como aumentar nuestro conocimiento
y capacidad tecnologica para darles un destino final. En nuestro analisis
para el aprovechamiento de los desechos locales, utilizamos los siguientes
criterios: que puedan tener un mercado demandante o ser utilizados
dentro de la cadena de otro proceso productivo; que estén disponibles
localmente y en las cantidades necesarias para asegurar la fabricacion del
producto de interés. Han sido objeto de nuestro estudio en la presente

tesis el suero de leche, el orujo de uva y la cascarilla de soja.

Utilizacion de proteinas de suero de leche para la reduccion de la

astringencia de vino tinto

El suero de leche contiene aproximadamente el 50% de los solidos totales
de leche, incluyendo aproximadamente el 20% de la proteina total. Por eso
el mismo representa una alternativa para la obtencion de proteinas con
potenciales aplicaciones industriales. Un proceso en el que pueden

encontrar aplicacion es el de clarificacion o reduccion de astringencia de
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bebidas fermentadas. Al terminar la vinificacion en la produccion del vino,
el exceso de taninos puede causar algunas propiedades indeseables, como
la astringencia. Esta sensacion aspera esta asociada con las interacciones
taninos-proteinas de la saliva. El tratamiento del vino con proteinas puede
mejorar la claridad, las caracteristicas sensoriales y la capacidad de
envejecimiento de los vinos. La betalactoglobulina (BLG), la proteina de
suero de leche mas ubicua, tiene algunas ventajas tecnologicas para su
aplicacion como agente clarificante; es un material econémico, alimenticio,
no toxico, capaz de solubilizar y proteger moléculas hidrofobas

biologicamente activas en medios acuosos.

En nuestro estudio, se aplico a la reduccion de la astringencia del vino
tinto. Realizamos una comparacion entre la efectividad de la gelatina, de
conformacion desplegada, y la BLG, globular, como agentes clarificantes.
Las dos proteinas mostraron una selectividad similar para distintos tipos
de polifenoles del vino tinto. Ademas, la BLG se demostré que la BLG fue
eliminada del vino tratado, después de su utilidad, descartando la
potencial alergenicidad del tratamiento. Finalmente, se obtuvo una mejor
comprension de las interacciones proteina-tanino mediante calorimetria
de titulacion isotérmica. En general, este estudio demuestra que las
proteinas de suero de leche tienen el potencial de reducir la astringencia

en el vino tinto y pueden encontrar un nicho para su uso en enologia.

Recuperacion de fendlicos extraibles y no extraibles del orujo de uva

por optimizacion de su extraccion sélido-liquido

Se ha estudiado y propuesto una amplia gama de polifenoles de plantas,
antioxidantes naturales por excelencia. Una potencial fuente de estos
compuestos es el orujo de uva. Se prepard extractos mediante extraccion
solido-liquido de orujo de uva Syrah, mediante un diseno experimental,
incluyendo los factores temperatura, tiempo y solvente; midiendo las

respuestas de fendlicos totales y actividad antioxidante. Un solvente
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“tradicional’, una mezcla hidroalcohodlica, fue idonea para recuperar los
“fendlicos extraibles”. Cuando se utilizo EtOH:H20 (1:1) como solvente, el
contenido fenolico total fue de entre 2,2 y 4,4 g de equivalentes de acido

galico/ 100 g de orujo en las distintas condiciones planteadas.

Los compuestos no recuperados en dicho solvente, son aquellos que
presentan baja afinidad por el mismo, asi como los “fendlicos unidos o no
extraibles”, que obtuvimos mediante NaOH 2M. Estos fenolicos, descriptos
como la "cara oculta" de los fenodlicos alimentarios tienen escasos estudios
en comparacion con los extraibles. Se obtuvieron contenidos de
equivalentes de acido galico entre 4,4 y 10,3 g/100 g de orujo. Tanto en
unos como en otros extractos, las actividades antioxidantes fueron

proporcionales al contenido fendlico detectado.

Finalmente, se prepar6 una funcion deseabilidad para encontrar optimos
ponderando varios criterios que combinan minimizar tiempo y
temperatura, maximizando el contenido de fendlicos con actividad
antioxidante. Dichos extractos fueron caracterizados utilizando
cromatografia liquida de alta eficiencia, combinando deteccion por arreglo
de diodos, y espectrometria de masas. Se encontré que los extractos
alcalinos contienen una concentracion mucho mas alta de acido galico y
(+)-catequina. Ademas, entre se detectaron en ambos distintos acidos
fendlicos, antocianinas y estilbenos, e isoflavonas, asociados con su alta

actividad antioxidante.

Optimizacion de 1la extraccion de polifenoles con actividad

antioxidante de cascarilla de soja mediante hidrolisis alcalina

Las cascaras de los vegetales contienen compuestos con actividad
antioxidante. Las capas externas suelen contener una mayor cantidad de
compuestos fenolicos, como se espera de su funcion protectora en las

plantas. Los polifenoles de la soja son bien conocidos por su efecto
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protector de la salud hacia los consumidores, sin embargo, el nuestro es el
primer estudio sobre polifenoles asociados especificamente a la cascarilla

de esta planta.

Estudiamos el efecto de la concentracion de NaOH acuoso, y otros factores
de importancia como tiempo, temperatura, asistencia de ultrasonido y
tamano, sobre la extraccion de polifenoles de dicho residuo. Dicho
solvente puede reaccionar con fenodlicos poliméricos, hidrolizar taninos y
fragmentos de polisacaridos. De esa forma, se liberaron fenélicos, con un
contenido total entre 0,206 y 0,929 g de equivalentes de acido galico/100
g de cascarilla, medidios por Folin-Ciocalteu, y la actividad antioxidante
de los extractos, medida por equivalentes de Trolox (ET), osciléo entre
0,362 y 2,372 mmoles/100 g de cascarilla. El perfil fenolico de extractos
extraibles y no extraibles optimizados se caracteriz6 por cromatografia
liquida con arreglo de diodos, detectando acido galico y (+)-catequina, que
se utilizaron como respuesta en el disefio de experimentos. Ademas, para
poder determinar la presencia de otros polifenoles, se analizé dichos
extractos por CL-EM, detectandose ocho compuestos, entre acidos

fenolicos, antocianinas, estilbenos e isoflavonas.

Extraccion de polifenoles de cascarilla de soja mediante tratamientos

fangicos y enzimaticos

Se prepararon cultivos de A. oryzae utilizando cascarilla de soja como
sustrato, adicionando solamente las minimas sales necesarias. Se
tomaron muestras en distintos tiempos y, a los cinco dias, la actividad
antioxidante de los extractos preparados fue muy alta. El tratamiento
fingico permitié obtener 2,19 mmol Trolox/100 g, resulté equivalente. Sin
embargo, dado que el contenido fenodlico fue relativamente mucho menor,
el origen de la actividad antioxidante podria, en parte, no deberse a

compuestos fenolicos.
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De los tratamientos enzimaticos, la enzima a-amilasa es la tnica que
produce una extraccion 48% superior al control. Las demas no justifican
su utilizacion. Ademas, una mezcla enzimatica no mejoré la extraccion
respeto a la a-amilasa sola. El tratamiento enzimatico es una alternativa
mucho mas rapida al hongo pero los rendimientos en las respuestas

estudiadas son menores.

Ambos tratamientos, fungicos y enzimaticos representan una opcion para
la recuperacion de polifenoles de cascarilla de soja que evitan por
completo el empleo de quimicos. Se destaca que la metodologia requiere
bajo consumo de energia, recicla un material recalcitrante de la region y,

mas aun, A. oryzae es un hongo considerado generalmente seguro.
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