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RESUMEN

Se llevo a cabo la caracterizacion fisica y quimica del aceite de las semillas de
Vitis labrusca L. (uva Isabella), obtenidas como desecho del procesamiento de la
pulpa para jugo, siguiendo los procedimientos descritos en las normas ICONTEC
para grasas y aceites.Las semillas fueron lavadas y secadas (durante 2 dias a
40°C), luego fueron molidas en presencia de nitrogeno liquido; la extraccion se
realiz6 con n-hexano. Los parametros fisicos evaluados fueron: densidad
(0.9246g/cm3) e indice de refraccion (1.4753 a 23°C). Los quimicos: indice de
acidez (2,1870 % de acido oleico), indice de peréxidos (0 meq de O,/Kg), indice
de saponificacion (175.1161) meq KOH/g) e indice de yodo (136.6853 cg de 1,/g).
Segun el andlisis por Cromatografia de gases-espectrometria de masas, los
acidos grasos mayoritarios son el acido linoleico conjugado (53,843%), el oleico
(E) (24,671 %) y el palmitico (13,922 %). De acuerdo con el analisis de vitamina E
por CLAE, en el aceite estan presentes los siguientes is6meros de tocoferoles y
tocotrienoles: &-Tocotrienol, B+y-Tocotrienol, o-Tocotrienol, &-Tocoferol, p+y-
Tocoferol, a-Tocoferol. En la materia insaponificable, se identificaron los siguientes
fitoesteroles: Campesterol (9,691%), Estigmasterol (10,161%), Campestanol
(7,276%), siendo el Beta-sitosterol el mayoritario (72,870%).La actividad
antioxidante (capacidad captadora de radicales libres) se determiné empleando el
pardmetro del ICsp (42,62% de inhibicion). Se realizé el seguimiento de estabilidad
del aceite de las semillas de uva Isabella mediante el estudio del indice de acidez
y peréxidos durante dos meses consecutivos, se observé que se puede obtener un
aceite estable hasta la cuarta semana después de su extraccion, pasado este

tiempo, el aceite sufre un acelerado proceso de degradacién oxidativa.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La uva Isabella (Vitis labrusca L.), conocida como de tipo vinifera tinta que
pertenece a la familia de las Vitaceas, se cultiva en la actualidad en Colombia en
las Regiones del Valle del Caucay Villa del Rosario (Norte de Santander).

La uva Isabella es utlizada principalmente en el eje cafetero para el
procesamiento de pulpa para jugo, en cuya actividad se concentra la mayor
cantidad de semillas de uva que son eliminadas como residuo sin uso potencial,
de acuerdo a esto se plantea la siguiente pregunta objeto de estudio, ¢ Es posible
aprovechar las semillas del fruto, principal subproducto del procesamiento de la
uva Isabella (Vitis labrusca L.), extrayendo el aceite presente y haciendo su
respectiva caracterizaciéon con el fin de evaluar su uso potencial en la industria

cosmética?
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2. JUSTIFICACION

La uva Isabella (Vitis labrusca L.) es una uva hibrida que se origin6 en el sur de
Estados Unidos (Carolina del Sur). Los principales productores y exportadores de
uva lIsabella a nivel mundial son Brasil, Colombia, Uruguay, Peru, Argentina y
Chile (1).

En cuanto a su uso, la uva (Vitis vinifera L.) se emplea fundamentalmente en
cocina y en cosmética. Una via alternativa de aprovechamiento industrial de la uva
(Vitis vinifera L.) consiste en la extraccion del aceite contenido en sus semillas
(2,3).

Estudios anteriores han demostrado que el aceite de semilla deVitis vinifera L. se
destaca por su bajo contenido en acidos grasos saturados y un alto contenido en
acido linoleico, ademas tiene un contenido significativo de proantocianidinas,
tocoferoles y tocotrienoles, esteroles y compuestos fenélicos como los taninos (4);
ademas se ha demostrado que dichos compuestos tambiénse encuentran en el

aceite de semilla de Vitis labrusca L.(5, 6).

Desde el punto de vista nutricional y terapéutico, se reconoce que el consumo de
aceite de semillas de Vitis vinifera L.aumenta la defensa antioxidante del
organismo, evitando el dafio oxidativo. También reduce el riesgo de desarrollar
problemas cardiacos y circulatorios (7).

Desde el punto de vista cosmético, el aceite de semilla de Vitis vinifera L. tiene alta
afinidad con la piel, lo que permite la absorcion eficiente del aceite al torrente
sanguineo, esta absorcion evita la desagradable sensacion grasosa que dejan
otros aceites corporales, por lo que se emplea en la elaboracion de cremas,

pomadas, labiales y aceites para masajes (2,3).

En Colombia, la mayor cantidad de vifiedos se encuentran principalmente en el

Valle del Cauca y Villa del Rosario (Norte de Santander) donde empezaron a
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cultivarse alrededor de 1930. Existen unas 1300 hectareas cultivadas de Vitis
labrusca L. que producen 2,2 cosechas al afio. El desarrollo de la viticultura en el
pais siempre ha estado ligado a la produccion de uva Isabella(Vitis labrusca L.), es
asi como en el Valle del Cauca se desarrollaron grandes extensiones de tierra
cultivadas con vides destinadas a la produccion deVitis labrusca L.utilizada para

consumo fresco yVitis vinifera L. utilizadapara la elaboracion de vino (8).

En Colombia, la uva Isabella (Vitis labrusca L.) se consume comunmente como
fruta fresca y en la elaboracién de jaleas y vinos, de igual manera es utilizada para
la obtencién de pulpa para jugos, proceso del cual se obtienen las semillas del

fruto como residuo (8).

Debido a que en Colombia no se le ha dado un uso potencial a las semillas de
Vitis labrusca L., y teniendo en cuenta que el aceite de semilla de Vitis vinifera
L.es usado como insumo cosmeético en otros paises, se propone en este proyecto
la caracterizacion fisico-quimica del aceite de semilla de Vitis labrusca L., que
contribuya a ampliar la informacion sobre este fruto con el fin de aprovechar un
recurso natural disponible en la region, del cual las semillas son el subproductode
las empresas despulpadoras del eje cafetero y que podria llegar a servir para
propésitos industriales o cosméticos generando un nuevo uso de la uva Isabella

en el pais.
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3. OBJETIVOS

GENERAL
Obtener y caracterizar el aceite de las semillas deVitis labrusca L. y evaluar su

actividad antioxidante con el fin de ampliar la informacién sobre este recurso

natural y contribuir al aprovechamiento integral del fruto en la region cafetera.

ESPECIFICOS

Extraer el aceite de las semillas de Vitis labrusca L.

Realizar la caracterizacion fisica (densidad e indice de refraccién) y la
caracterizacion quimica (indice de yodo, indice de saponificacion, indice de
acidez e indice de peroxidos) del aceite de las semillas de la uva Isabella
(Vitis labrusca L.) segun normas ICONTEC.

Determinar la composicion quimica de los &cidos grasos en el aceite de las
semillas de Vitis labrusca L. por CG-EM.

Determinar el contenido de vitamina E en el aceite obtenido de las semillas
de Vitis labrusca L. por CLAE.

Evaluar la actividad antioxidante del aceite de las semillas de Vitis labrusca
L. por DPPH.

Estudiar los principales componentes de la materia insaponificable por CG-
EM.

Comparar las propiedades fisicas y quimicas del aceite de las semillas de
Vitis labrusca L. (uva Isabella) con las propiedades reportadas por otros
autores para el aceite de semillas de Vitis vinifera L. con el fin de proponer

alternativas para su aprovechamiento.
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4. MARCO DE ANTECEDENTES

Los estudios que se han realizado a nivel mundial sobre Vitis labrusca L. se han
enfocado en la composicién quimica del aceite de las semillas y la capacidad
antioxidante; también se han encontrado estudios donde se hace énfasis en
distintas variedades existentes de uva, principalmente de la especie Vitis vinifera
L.En la tabla 1, se mencionan algunos de los estudios realizados al aceite de las
semillas de diferentes variedades de uva, tanto Vitis labrusca L.como Vitis vinifera
L.

En la revision bibliografica, hasta ahora, no se encontraron reportes a nivel
Nacionalsobre el estudio del aceite de las semillas de Vitis Labrusca L. (Uva

Isabella),

Tabla 1. Estudios a nivel mundial de la composicion quimica del aceite de las
semillas de diferentes variedades de uva.

“Chemical characterization and phase behaviour of grape seed
oil in compressed carbon dioxide and ethanol as co-solvent’(9).

“Phenolic compounds content and antioxidant activity in pomace
from selected red grapes (Vitis vinifera L. and Vitis labrusca L.)
widely produced in Brazil” (10).

Estudios sobre
la composicion

o “Fatty acid composition, oxidative stability, antioxidant and
quimica de los

antiproliferative properties of selected cold-pressed grape seed

aceites  de | ;¢ anq flours” (11).
diferentes

variedades de

uva.

“Phenolic compounds and fatty acids in different parts of Vitis
labrusca and V. vinifera grapes™ (12).
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“Caracterizacion fisico-quimica del aceite de semillas de uva
extraido con solvente en frio™ (13).

“Characterization of grape seed and pomace oil extracts™ (14).

“Oil Content and Oil Quality Properties of Some Grape Seeds”
(15).

“Characterization of various grape seed oils by volatile
compounds, triacylglycerol composition, total phenols and
antioxidant capacity” (16).

"Residues of grape (Vitis vinifera L.) seed oil productionas a
valuable source of phenolic antioxidants™ (17).

“Composicion quimica del aceite virgen obtenido por extraccion
mecénica de algunas variedades de uva (Vitis vinifera L.) con
énfasis en los componentes minoritarios”(18)

“"Caracterizacion del aceite de semilla procedente de distintas
variedades de uva Il. Composicidn en acidos grasos y esteroles”

2).

“Tratamiento enzimatico en la extraccion de aceite de pepa de
uva, Vitis viniferaL., por prensado en frio"(19).

“"Caracterizacion del aceite obtenido de las semillas de uva
recogida durante el desarrollo de la baya’(20).
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“Caracterizacion del aceite de semilla de uva de diferentes
variedades de uva (Vitis vinifera L.) "(21).

“Influencia de la Temperatura y Tamafio de Particula en el
Proceso de Extraccion de Aceite de Semilla de uva (Vitis
viniferalL.) " (22).

"Extraccion de aceite de la semilla de uva variedad criolla negra
y Su caracterizacion” (3).

“"Modelo cinético de la calidad del aceite de pepita de uva“ (23).

“Caracterizacion fisico-quimica del fruto de la uva (VitisviniferaL.)
‘PinotNoir’ durante su crecimiento y desarrollo en condiciones
de tropico alto” (24).

“Phenolic compounds and antioxidant activity of seed and skin
extracts of red grape (Vitisvinifera and Vitislabrusca) pomace
from Brazilian winemaking” (5).

“Antimicrobial potential and chemical composition of agro-
industrial wastes™ (25).

“Determination of polyphenol contents and antioxidant capacity of
no-alcoholic red Grape products (Vitislabrusca) from
conventional and organic crops” (7).

“Studies on the lipid constituents of grape seeds recovered from
pomace resultingfrom white grape processing” (26).

“Preliminary study of the influence of CO, extraction conditions
on the ester, aldehyde, ketone and hydrocarbon content of grape
bagasses from jam production™ (27).
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“Effects of grape (Vitis labrusca L.) peel and seed extracts on

Phenolics, antioxidants and anthocyanins in grape juice” (6).

“Supercritical fluid extraction of grape seed (Vitisvinifera L.) oil.
Effect of the operating conditions upon oil composition and
antioxidant capacity” (28).

“Valorization of grape (Vitisvinifera) byproducts. Antioxidant
and biological properties of polyphenolic fractions differing in

procyanidin composition and flavonol content” (29).

“"Major flavonoids in grape seeds and skins: Antioxidant capacity
of catechin, epicatechin, and gallic acid” (30).

“Quantitation of the main constituents of some authentic grape-
seed oils of different origin™ (4).

“Analysis of proanthocyanidins in grape seed extracs, health
foods and grape seed oils™ (31).

“Separation of grape and wine proanthocyanidins according to

Their degree of polymerization™ (32).

“Extraction of fatty acids from grape seed by superheated
hexane” (33).

“Antioxidant activity and phenolic composition of organic and
conventionalgrapes and wines™ (34).
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“Tocopherol content in fifteen grape varieties obtained using a

rapid HPLC method™ (35).

4.1 Composicion quimica del aceite de las semillas de uva.

Los extractos y aceites de uva son ricos en polifenoles, cuya estructura quimica
les otorga propiedades antioxidantes. Los compuestos fendlicos son sustancias
quimicas que poseen un anillo aromético, benceno con uno 0 mMas grupos
hidroxilos y derivados funcionales (ésteres, metil ésteres, glicésidos, etc.). La
naturaleza de los polifenoles varia desde moléculas simples, como los &cidos
fendlicos, hasta compuestos altamente polimerizados, como los taninos. La forma
mas comun de encontrarlos en la naturaleza es en forma de glicésidos, siendo
solubles en agua y solventes organicos. Los flavonoides, son los polifenoles mas
distribuidos en las plantas, son sustancias de bajo peso molecular que comparten

el esqueleto comun de difenilperanos (36).

Las semillas de uva corresponden a un 6% del peso total de la uva y estan
compuestas principalmente de agua (25-45%), compuestos glucidicos (34-36%),
taninos (4-10%), compuestos nitrogenados (4-6,5%), minerales (2-4%), y lipidos
(13-20%) (37)

El 63% de los fenoles totales de las vides de variedades tintas se encuentra en las

semillas, el 34% en las pieles y el 3% en el jugo (38).

Dentro de los compuestos activos del aceite de la semilla de uva se pueden
encontrar abundantes polimeros derivados de catequina y epicatequina,
denominados Procianidinas. Estos compuestos tienen un gran valor farmacéutico,
por su actividad antioxidante (39), lo cual le concede una utilizacién integral a este
residuo vitivinicola. Se ha descrito que la pared celular de la semilla de uva

contiene aproximadamente 90% en peso de polisacaridos y menos del 10% de
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proteinas. Celulosa y acido poligalacturonico son los mayores constituyentes de la
pared, cada uno responsable del 30- 40% del total de los polisacaridos que la

componen (40).

Los taninos son compuestos fendlicos con un peso molecular comprendido entre
500 y 3000 D. Estos compuestos contienen un gran numero de grupos hidroxilo,
entre otros grupos funcionales, siendo por tanto capaces de unirse a proteinas y a
otras macromoléculas. Los taninos pueden clasificarse en dos grupos: taninos

hidrolizables y no hidrolizables o taninos condensados (41).

Dentro de los polifenoles presentes en la uva, los taninos condensados son
antioxidantes, atrapadores de radicales libres e inhibidores de la peroxidacion
lipidica(39,42).

La procianidina, perteneciente a la clasificacion del tanino condensado, también
puede ser utilizada como principio activo en productos cosméticos que protegen
del dafio inducido por radicales libres. Las procianidinas de las semillas de uva no
solo inactivan los radicales libres, sino que estabilizan la vitamina C y aumentan
otra capacidad antioxidante, regenerando las vitaminas E y C. Asi, aumentan la
disponibilidad de vitamina C para otras reacciones, como la sintesisdel colageno.

La procianidina de pepita de uva, es un captador de especies de oxigeno reactivo
(EOR) generadas por la radiacion ultravioleta (UV), causante del dafio celular y
responsable del fotoenvejecimiento. Las EOR contribuyen al fotoenvejecimiento
(en la dermis) y otocarcinogénesis (generalmente en la epidermis), a través de dos
procesos: modificacion de la expresion genética y oxidacion de los constituyentes

genéticos (36).

Las semillas de uva contienen otros antioxidantes ademas de los polifenoles,
como los esteroles y los tocoferoles que potencializan la capacidad antioxidante, y
su consumo puede ayudar a contrarrestar la accidon de los radicales libres.

En algunos paises europeos ya se comercializa este tipo de aceite con

propiedades similares a los del aceite de oliva, (25).
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El aceite de semilla de uva se destaca por su bajo contenido en acidos grasos
saturados, alto contenido en &cido linoleico (importante en la sintesis de las
prostaglandinas, sustancias necesarias para reducir la agregacion de las
plaguetas y cualquier tipo de inflamacién) pero existen problemas de estabilidad
ya que el linoato oxidado origina una mezcla compleja de compuestos que
contienen oxigeno, estos compuestos oxigenados se descomponen con facilidad y
generan aldehidos volatiles y otros compuestos que contribuyen al deterioro del
olor y sabor en funcién del tiempo, (26). También posee alto contenido en vitamina
E (previene frente a la arterioesclerosis) y niveles bajisimos de colesterol, por lo
que se reconoce que su consumo reduce el riesgo de desarrollar problemas

cardiacos y circulatorios (22)

4.2 Estudios en general sobre Vitis labrusca L.

Dada su importancia econdmica y cultural, se han realizado estudios a nivel
mundial con uva lIsabella (Vitis labrusca L.) enfocandose en investigaciones
concernientes a la produccién del vino, problemas béasicos en el manejo de los
vifiedos y su adaptaciéon a los diferentes climas, algunos de estos estudios
también hacen énfasis en distintas variedades de uva principalmente de la

variedad Vitis vinifera L. En la tabla 2 se mencionan algunos de ellos.
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Tabla 2. Estudios a nivel mundial de la uva Isabella (Vitis labrusca L.)

“Identificacion de levaduras aisladas en las diferentes etapas de
fermentacién de vitis labrusca variedad Isabella™ (43).

“Vinificacion de Vitis Labrusca variedad Isabella. El vino de la costa
de Berisso” (44).

“"El carbonato de calcio en la des acidificacion del vino de uva
Isabella” (45).

Estudios “El manganeso y el cobre del vino de las uvas Isabella y Concord”

sobre (46).

vinificacion
"Respuesta del vino a las variaciones en la poda de estacion seca.
Efectos sobre la calidad de la fruta del cultivo de uva Isabella” (47).
“El &cido giberélico en el desarrollo de las bayas de uva Isabella”
(48).
“Evaluacion del crecimiento de raices y la brotacion de yemas en
estacas de uva (Vitis vinifera y Vitis labrusca) con el uso de
hormonas™ (49).

Estudios “Analisis de Vitis labrusca cv. Isabella empleada en la elaboracion

sobre' el del Vino de la Costa mediante marcadores ISSR™ (50).

manejo de

los vifiedos
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“E|

dos sistemas de formacién (espaldera y enrejado) * (51).

comportamiento de cultivar Isabel (Vitis labrusca) en

Los estudios de la uva Isabella (vitis Labrusca L.) a nivel nacional se han basado

en el manejo de plagas respecto al cultivo, poda y fertilizacion, vinificacién, buena

produccién y comercializacién, en la tabla 3 se mencionan algunas de ellos.

Tabla 3. Estudios a nivel nacional de vitis Labrusca L. (uva Isabella).

Estudios basados en
el manejo de plagas,
cultivo, poda vy
fertilizacion.

"Sondeo de agentes causales de enfermedades de etiologia
viral en uva (Vitis viniferay Vitis labruscal.) en el
departamento del Valle del Cauca” (52).

“Comparacion fisico-quimica de la uva Isabella cultivada en
villa del rosario (N.S) y en el valle del cauca” (8).

"Problemas Principales de la Vid (uva Isabella) en el Valle del
Cauca. ICA y CENIUVA, Cali, Colombia“ (53).

“"Manejo Teécnico del cultivo de la Vid (uva Isabella) en el
Valle del Cauca. CENIUVA, Cali, Colombia“ (54).

“"Manejo integrado del mildiu, plasmopara Viticola, de la vid
cv “Isabella” en Ginebra, Valle. Colombia” (55).
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Estudios sobre
vinificacion

Investigaciones
sobre la produccion
y comercializacion de
la uva

"Paquete tecnologico para el manejo del cultivo de la uva
Isabella. Ceniuva” (56).

"Efecto de la aplicacion fraccionada de calcio en la
maduracién, produccion, y calidad de la vid vitis labrusca
c.v.Isabella, en el municipio de la union, Valle del cauca™ (57).

“Comportamiento de algunos componentes no volatiles
durante la fermentacién alcohdlica de la uva Isabella” (58).

“Contenido fendlico e identificacion de levaduras de
importancia vinica de la uva Isabella (vitis labrusca)
procedente de villa del rosario (N.S) ” (59).

"Estudio de factibilidad para el montaje de una planta
procesadora de jugo y pulpa a partir de uva Isabella (vitis
labrusca) en el municipio de ginebra, Valle del cauca™ (60).

"Exploracion de productos a partir de Vitis labrusca en
Colombia y en los principales paises productores” (61).

“Consorcio Uva lIsabella: Por la reactivacibn econdmica y
social del Sector Agricola del Valle del Cauca” (62).
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5. MARCO TEORICO

5.1 Generalidades de la vitis labrusca L.

El nombre genérico, vitis, deriva de la raiz indogermanica ueut-, que significa rama
flexible, sarmiento, y ésta, a su vez, procede de la raiz ueit- que quiere decir

retorcer, enroscarse, enredarse.

La vid pertenece a la familia de las Vitaceas, que comprenden entre 15 a 16
géneros, entre los que destaca el género Vitis, originario delas zonas templadas
del Hemisferio Norte. (63) El género Vitis, estd dividido en dos secciones o
subgéneros: Euvitis y Muscadinia. En el subgénero Euvitis se distinguen tres
grupos: las procedentes de América del Norte, que son resistentes a la filoxera y
se utilizan fundamentalmente para la producciéon de las variedades (Vitis. riparia,
Vitis. rupestris, Vitis. berlandieri, Vitis .cordifolia, Vitis. labrusca, Vitis. candicans y
Vitis. cinerea), y las cultivadas en Europa y en Asia occidental, donde una Unica
especie presenta grandes cualidades para la produccién de vino es la V. vinifera
sensible a la filoxera ya las enfermedades criptogamicas. El nUmero de variedades
de Vitis vinifera registradas en el mundo y surgidas por evoluciéon natural, es al
menos de 5.000 (64).

5.1.1 Origen de vitis labrusca L. (uva Isabella)

La uva Isabella es una uva hibrida que se origind en el sur de Estados Unidos
(Carolina del Sur) antes de 1800, derivada de la cepa nativa Vitis labrusca y una
variedad vinifera desconocida. Probablemente fue creada por polinizacion
aleatoria como resultado de los intentos realizados en el siglo XVIII para implantar

vides Europeas en los EE.UU (8).
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En la década de 1850, desperto el interés de los viticultores europeos debido a su
resistencia a la enfermedad del oidio (65). El cultivo de la uva Isabella es de facil
expansion, por su buena adaptacion a condiciones edafoclimaticas variables,

elevada productividad, longevidad y relativa rusticidad (66,67).

Cabe destacar que a partir de finales del siglo XIX, la Vitis labrusca fue la solucion
mas usada para la erradicacion de la plaga de la filoxera de las plantaciones de
vides de vinifera, debido a que sus raices son tolerantes a este insecto. La
solucién consistia en hacer porta injertos en base a labrusca e injertar Vitis vinifera
y de esta forma conseguir que la planta fuera practicamente inmune a la plaga. De
todos los cultivares de labrusca, la uva Isabella es la mas difundida fuera de
Estados Unidos. En América Latina, ademas de Argentina, la uva Isabella es
cultivada en Brasil (Rio Grande do Sul, Santa Catarina), Colombia (Valle del
Cauca), Uruguay y Peru (Valle de Cafiete). En este ultimo pais se le utiliza para

elaborar el popular pero mal llamado vino Borgofia (8,68).

5.1.2 Clasificacion Botanica

Reino: Plantae
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Rhamnales
Familia: Vitaceas
Geénero: Vitis L.

Especie: Vitis labrusca

La Vitis labrusca  pertenece a la familia de las vitaceas, Las plantas de esta
familia son lianas y arbustos de tallo herbaceo o sarmientoso; poseen sarcillos
opuestos a las hojas. Es la especie americana que mas se asemeja a la Vitis
vinifera, las raices de esta especie son sensibles a la filoxera radicular y al

calcareo activo, sus sarmientos se enraizan muy bien y se injertan con facilidad,
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es muy resistente al oidium y al mildiou. Algunas de las variedades de Vitis
labrusca son Isabella (figura 1) y Concord (figura 2), asi como algunas de sus
descendientes son Noah, Clinton y Othello. Estas tiene gran sensibilidad a Black
rot y resistencia a Pourriture gris, esto le es ventajoso si se cultiva en climas

tropicales (69).

Figura 1. Racimo de uva Isabella Figura 2. Racimo de uva Concord

5.1.3 MORFOLOGIA

La vitis labrusca es una planta lefiosa tiene por lo general una vida muy larga,
tiene un largo periodo juvenil (3-5 afios), durante el cual no es capaz de producir
flores; en general, las yemas que se forman durante un afio no se abren hasta el
afio siguiente. Tiene un aparato radicular que se hace imponente con los afos,
pero se desarrolla y explora el terreno con menos minuciosidad que el de una
hierba (Figura 3) (70).

Figura 3. (Planta de uva Isabella)
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Una planta puede producir alrededor de 5 kilogramos por cosechacuando el cultivo
no esta en plena produccion. Después de los 5 afios comienza produccion en
pleno. Del momento de la poda al tiempo de cosecha transcurren cuatro meses,
serian seis meses con el descanso que es un tiempo que se le da a la planta para

gue se fortalezca (70).

5.1.3.1 La hoja: Con sus mdultiples funciones es el 6rgano mas importante de la
vid. Las hojas (Ver figura 4) son las encargadas de transformar la sabia bruta en
elaborada, son las ejecutoras de las funciones vitales de la planta: transpiracion,
respiracion y fotosintesis. Es en ellas donde a partir del oxigeno y el agua, se
forman las moléculas de los acidos azucares. Que se van a acumular en el grano

de la uva condicionando su sabor.

Figura 4. Hoja de Vitis L.

5.1.3.2 Los troncos: También contribuyen al dulzor de la uva, ya que actian
como acumuladores de azucares. Por esta razon, las vides viejas son capaces de
proporcionar un fruto mas regular y una calidad mas constante. El raspén, o parte
lefiosa que forma el armazon del racimo légicamente no es la parte fundamental
del fruto, tiene su importancia por cuanto es capaz de aportar acidos y sustancias
fendlicas (taninos) dependiendo de su participacion o no, en los procesos de

fermentacion.
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5.1.3.3 El fruto: Surge muy verde (Ver figura 5), pues esta saturado de clorofila, y
a partir de aqui toda la planta empieza a ejercer servidumbre a favor del fruto que

poCco a poco ira creciendo.

. AR 0 TN Lo - R

Figura 5. Frutos de Vitis Labrusca L. (uva Isabella)

El grano de uva Isabella a su vez puede ser dividido en 4 partes cada una de ellas
con un aporte especifico de caracteristicas y componentes: la piel, la pulpa, las

pepitas y el pincel, ver figura 6.

1. La piel(Epicarpio u hollejo): Capa exterior del grano o baya de uva.
contiene la mayor parte de los componentes colorantes y aroméaticos de los

vinos.

2. La pulpa (Mesocarpio): Formado por grandes células ricas en mosto.
se encuentran los principales componentes del mosto (agua y azucares)
que después, mediante la fermentacion se transformaran en vino.

3. Las pepitas o semillas: El endocarpio del fruto contiene las semillas,
originadas por la fecundaciébn de los o6vulos, como maximo hay 4,
se encuentran dentro de la pulpa y difieren segun las variedades, llegando
incluso a encontrarse uvas que nos las contienen. Poseen una capa muy

dura y proporciona taninos al vino.
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4. Pincel, es el canal por el que se nutre la baya, formado por la prolongacién

de los vasos conductores del pedicelo (71).

@

Figura 6. Partes del fruto de uva

5.1.4 CONDICIONES AGROCLIMATOLOGICAS

La uva Isabella progresa en zonas tropicales y templadas, donde reuna las

caracteristicas que se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones agro-climatolégicas para cultivo de vitis labrusca.

El cultivo crece, se desarrolla y produce bien, desde los 900-
1600 m.s.n.m, aunque dependiendo de otras condiciones

Altitud climaticas puede adaptarse también desde el nivel del mar
hasta los 2100 m.s.n.m.
Se adapta a regiones de muy variada temperatura, 24°C de
temperatura promedio y una amplia variaciébn de temperatura
Temperatura

entre el dia y la noche.
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Precipitacion

Se recomienda que este factor sea menos de 800mm por afio
pero se pueden presentar entre 1000 y 1200 mm afio, lo que
ocasiona problemas fungosos al cultivo.

Luminosidad

Para la acumulacion de azucares se debe de contar con una
buena luminosidad, entre 1833 a 1891 horas luz/aino, de brillo
solar.

Humedad La humedad relativa debe en general ser muy baja; puede
: oscilar entre el 70%-80%.
Relativa
Vientos Los vientos deben presentar promedio de velocidades de 1.5
m por segundo.
Los suelos deben poseer: textura media, francos con buena
el estructura o sueltos, deben ser profundos, el nivel freatico
uelo

debe permanecer como minimo a 1.5 m de la superficie
durante todo el afio y el suelo debe poseer una buena
permeabilidad.

Fuente: Manejo postcosecha y comercializacién de la uva (valle del cauca) (72).

5.1.4.2 Plagas y enfermedades que atacan los cultivos de uva en Colombia

En las tablas 5 y6, se enuncian algunas plagas y enfermedades que atacan los

cultivos de uva. Las enfermedades con mas importancia son causadas por hongos

y Virus. Las principales enfermedades causadas por hongos son: mildiu, cidium,

Botrytis, Roya y phomopsis, las cuales son endémicas, prevalentes y estan bien

establecidas. Ademas, las condiciones climaticas son favorables para el desarrollo

de epidemias causadas por estas enfermedades. Las enfermedades ocasionadas
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por virus, que causan deformaciones y reducen apreciablemente el vigor y la
longevidad de los vifiedos son el Enrollamiento de la hoja y Flavescencia dorada.
Debido a situaciones en el mal manejo del vifiedo favorecen el ataque de algunas
plagas (Minador, Pulgon, Arafiita, Broca de Tallo, Gusano del Fruto y Escama del
Tallo (57).

Tabla5. Plagasque atacan los cultivos de vitis labrusca.

Nombre cientifico Nombre comun
Minador Phyllocnistis sp.
Pulgon Aphis vitis.
Arafita Panonychusulmi.
PLAGAS Broca de Tallo Amphiceruscornutus.
Gusano del Fruto Pyralisvinnata.
Escama del Tallo Aspidotus uvae.

Tabla 6. Enfermedades que atacan los cultivos de vitis labrusca.

Enfermedades Nombre cientifico

Mildiou(hongo Plasmoparaviticola)
Cidium (hongo Uncinula necator)
Por Hongos Botrytis (hongo Botrytis cinerea)
Roya (hongo Phakopsora uva)
Phomopsis (hongo Phomopsis viticola)

Por Virus Enrollamiento de la Hoja
Flavescencia Dorada
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5.1.5 PRODUCCION DE UVA EN EL MUNDO

Los principales productores de uva a nivel mundial son lItalia, Francia, y Espafa
por lo se puede decir que estos tres paises concentran la tercera parte de la
produccion mundial, esto a pesar de no contar con un Optimo calendario
fenoldgico, pues solo producen mayoritariamente uva en la segunda parte del afio
(Junio — noviembre) (1).

Parte de la produccién de uva de mesa del hemisferio sur se exporta a paises de
América Latina y a Nueva Zelanda, la gran mayoria se destina a los con grandes
centros consumidores del hemisferio norte. Estados Unidos y la Union Europea
(UE) son los mayores compradores, destacandose los paises que
tradicionalmente han tenido un gran consumo de uva, como Francia, Austria y
Suiza, y los importadores netos del producto, como Alemania, Holanda y el Reino
Unido (1).

Principales exportadores:
A excepcion de Chile, los principales paises exportadores de uva de mesa se

encuentran en el hemisferio norte.

Italia: Es el mayor exportador de uva de mesa. Los principales destinos de su
produccién son Alemania y Francia.

Estados Unidos: Es el segundo exportador del hemisferio norte. Canada, Asia y
América Latina son los principales destinos para la uva. El 90% de la produccion
esta concentrada en California. Otra area productora importante se localiza en el

estado de Arizona.

Grecia: Es el segundo exportador de Europa y concentra sus ventas en paises de

ese continente.
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Espafia: Es otro gran exportador de Europa. Sus principales mercados son

Francia, Alemania, Inglaterra y Portugal.

México: El principal mercado para la uva mexicana es Estados Unidos. A partir de
la difusién de tecnologia y la asistencia técnica de empresas californianas, en
México se registra una notable mejoria en la calidad de la produccion (73).

Principales paises productores y exportadores del hemisferio sur:

Brasil: Es un gran productor de frutas y hortalizas, en particular, de origen tropical
y subtropical. En el pais se distinguen tres tipos de produccion y destinos para la
uva: vinificacion, mesa comun y mesa fina. La superficie total cultivada con vid es
de aproximadamente 60000 ha. La uva que se destina a industria (vinos y jugos)
se cultiva principalmente en la region sur, en los estados de Rio Grande do Sul,
Santa Catarina y Sur del Paranad. Predomina la plantacion de variedades
americanas (V. labrusca y V. aestivalis) que se cosechan entre los meses de

febrero y abril (1).

Chile: La fruta de mayor importancia en el mercado exportador es la uva de mesa.
La produccion de uva de mesa se encuentra mas dispersa que la de otros frutales.
Las 40000 ha plantadas con esta especie colocan a Chile entre los principales
paises productores del hemisferio sur. Chile estad libre de varias plagas y
enfermedades que perjudican el cultivo de uva de mesa, ya que se ve favorecido
por barreras naturales y escasas lluvias de verano que lo protegen de

enfermedades fangicas (73).

Sudéafrica: La superficie cultivada de uva de mesa supera actualmente las 21000
ha. El area de HexRiver Valley es la region mas importante para la produccién de
uva de mesa. Es una zona de cultivos intensivos y, como resultado de condiciones
climaticas especiales, las uvas son cosechadas dos o tres semanas antes que en

otras regiones del pais. Predomina el cultivo de uvas negras, las unidades de
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producciéon son pequefias y, generalmente, cada viticultor empaca sus propias
uvas para enviarlas al frigorifico cooperativo regional. El principal mercado de las

uvas sudafricanas es la Union Europea, destacandose Inglaterra (1).

5.1.6 USOS DE LA UVA EN EL MUNDO

A nivel mundial el 80% de uva producida es utilizada en la elaboracién de vinos
(74). Por su alto contenido nutricional también es orientada para su consumo en
fresco y en la produccion de zumos, mermeladas,colorantes naturales y pasas
(75). Las cascaras y semillas son un desecho aprovechable de la uva que se
obtiene del primer paso del proceso de obtencion del vino. Entre sus
componentes, existen compuestos antioxidantes que pueden servir, utilizando a
estas cascaras y semillas desecadas y trituradas (cas-sem) como materia prima
base para el preparado de alimentos semi-procesados, como mermeladas, harina,
fibra dietaria, entre otros.Su semilla tiene un alto contenido en aceite el cual es
utilizado en alimentacion y en la industria de la cosmética.

Los componentes antioxidantes de la uva y presentes en el vino, asi como en
otras frutas, verduras y alimentos vegetales, hacen tener a la mano alimentos que

favorecen el cuidado y preservacion de la salud (76).

5.1.7 PRODUCCION DE UVA EN COLOMBIA

En Colombia, la mayor cantidad de viiledos se encuentran principalmente en el
Valle del Cauca, donde empezaron a cultivarse alrededor de 1930. Existen unas
1300 hectéareas cultivadas que producen 2,2 cosechas al afio. El cultivo de la vid
es laborioso y artesanal. La uva se produce durante todo el afio; la temporada alta
de comercializacion de uvas colombianas, se da entre los meses de noviembre,
diciembre y enero, debido a que durante esta época los mercados requieren
algunas variedades de uva: red-globe, roja, Italia, blanca o verde, river, negra o
gruesa (8).
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La uva Isabella (Vitis labrusca L.), originalmente proviene del sur de los Estados
Unidos, se cultiva en la actualidad en Colombia en las Regiones del Valle del
Cauca y Villa del Rosario (Norte de Santander). La primera region tiene mayor
tiempo y area destinada al cultivo de esta uva. Mientras que la region de Villa del

Rosario tiene un 10 % del area sembrada (8).

El desarrollo de la viticultura en el pais siempre ha estado ligado a la produccion
de uva para consumo fresco, es asi como en el Valle del Cauca se desarrollaron
grandes extensiones de tierra cultivadas con vides destinadas a la produccion de
uvas de mesa y por lo tanto de variedades con caracteristicas ideales para este
propésito. Sin embargo la produccién de uva destinada para la elaboracion de vino

tiene una connotacion muy distinta (8).

En general cuando se produce uva de mesa se quiere tener altas producciones
por unidad de area sembrada, mientras que cuando se esta pensando en hacer
vino lo que se quiere es tener una uva de excelente calidad en cuanto al contenido
de compuestos necesarios para la obtencion del vino y esto se logra obteniendo
producciones controladas (maximo 9 toneladas por hectarea por ciclo), es asi que,
contrario a lo que ocurre para la produccion de uva de mesa, para la produccién
de uva para vino se prefieren suelos mas bien pobres y escasos en materia

organica (8).

En Colombia, el auge en el consumo de vino hace que la produccion de uva para
vino sea vista como una alternativa viable que puede generar buenos resultados.
Se puede decir que existen algunas zonas del pais que son adecuadas para la
produccion de vinos de calidad, que por sus caracteristicas edaficas (suelos) y sus
caracteristicas climaticas conceden a la uva todos los componentes necesarios
para engendrar un producto de calidad superior.

Estas caracteristicas ideales las podemos encontrar en algunas zonas de Boyaca,
en el departamento del Tolima, en el Huila y en general donde se tengan climas

secos con periodos de alta luminosidad y una diferencia de temperatura
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considerable entre el dia y la noche. La diferencia de altitud en las zonas de
produccion también genera diversas tipologias de vino creando una amplia gama

de productos nacionales (8).

5.2 LIPIDOS

Los lipidos son ésteres de acidos monocarboxilicos, que llevan generalmente una
cadena hidrocarbonada larga, son muy poco solubles en agua u otros disolventes
polares y solubles en disolventes organicos como éter, cloroformo o acetona (77).
Son compuestos comunes en la naturaleza. Se encuentran en sitios tan diversos
como la yema de huevoy son un componente importante de las membranas
vegetales y animales (78).

Si los clasificamos segun su naturaleza quimica, los lipidos pertenecen a dos
clases principales. Una, que consta de compuestos de cadena abierta con
cabezas polares y largas colas no polares, incluye los triglicéridos, acidos grasos,
esfingolipidos, fosfoacilgliceroles y glucolipidos. La segunda clase importante, de
los compuestos poliprenilicos incluye los terpenos y esteroides (78).

5.2.1 Naturaleza Quimica de los lipidos

5.2.1.1 Triglicéridos

Los triglicéridos son triésteres del glicerol y de tres acidos grasos, en la Figura 7
se observa la estructura de los triglicéridos. Pueden considerarse formados por la
condensacion de una molécula de glicerol con tres de acidos grasos, para dar tres

moléculas de agua y una de un triglicérido (77).
CH;— (CHy)n —ﬁ—O—(.|‘,H2
O

CHy— (CHyn ~C—O—CH
o |
@)

Figura 7. Estructura quimica de los triglicéridos
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Los triglicéridos que estadn constituidos por &cidos grasos saturados, presentan
temperaturas de fusion altas y son sélidos a temperatura ambiente. Son lo que se
denomina grasas. Los triglicéridos con una alta proporcion de acidos grasos
insaturados y poli insaturados poseen temperaturas de fusiébn menores; son los

aceites (78).

Los triglicéridos se subdividen en simples y mixtos.
Triglicéridos simple s Cuando todos los &acidos grasos en un triglicérido son
idénticos se le denomina simple (77).

Triglicéridos mixtos: los compuestos en los que dos o tres residuos diferentes de

acidos grasos estan presentes en la molécula (77).

La mayoria de los lipidos en la naturaleza son mezclas complejas de triglicéridos
simples y mixtos; por lo tanto, muchos &cidos grasos son componentes de las

grasas y aceites comunes (78).

La funcién principal de los triglicéridos es almacenar energia quimica. Si la
demanda energética de los seres vivos es tal que se consumen mas nutrientes
ricos en energia que los necesarios para el proceso metabdlico, gran parte de este
exceso de energia se almacena en los enlaces de las moléculas de triacilglicéridos
localizadas dentro de células especializadas en el almacenamiento de grasa, que
se denominan células adiposas. Si no hay cantidad suficiente de carbohidratos
para el metabolismo, se degradan los triacilglicéridos para utilizarse como fuente

de energia (78).
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5.2.2 Acidos grasos

Un acido graso tiene un grupo carboxilo en el extremo polar y una cadena
hidrocarbonada en el no polar. Los acidos grasos son compuestos anfipaticos
porque el grupo carboxilo es hidrofilico y la cola hidrocarbonada es hidrofébica. El
grupo carboxilo puede ionizarse en las condiciones apropiadas. En la figura 8 se

observa la estructura de un 4cido graso (78).

|
Hsc/\/\/\/\/\/\/\/\/J\OH

Figura 8. Estructura quimica de los triglicéridos

La mayoria de los acidos grasos naturales poseen cadenas no ramificadas v,
debido a que se sintetizan a partir de unidades con dos carbonos, poseen un
namero par de atomos de carbono. Si hay dobles enlaces carbono-carbono en la
cadena, decimos que el acido graso es insaturado; si solo hay enlaces sencillos, el

acido graso es saturado (78).

En los acidos grasos insaturados, la estereoquimica en el doble enlace suele ser
cis, no trans. La diferencia entre los &cidos grasos cis y trans es muy importante
en la determinacién de su forma general. Un doble en la cis, introduce una flexién
en la terminacion hidrocarbonada, mientras que la forma de un &cido graso trans
es parecida a la de un acido grado saturado en su conformacion extendida a
plenitud. Es comun que el primer enlace doble de un acido graso insaturado se
encuentre entre C-9 y C-10, el resto de los enlaces dobles tienden a comenzar en
C-12 y C-15, por lo tanto, los acidos grasos normalmente no tienen sistemas de

dobles enlaces conjugados (78).
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Los &cidos grasos insaturados de origen vegetal poseen mayoritariamente una
configuracion cis. Los provenientes de animales poligastricos contienen una
pequefia proporcidn de isémeros trans, producidos por accion microbioldgica en el
rumen. Esta cantidad usualmente no sobrepasa el 3% o0 4% del total. La mayor
fuente de los isdmeros trans en la dieta humana deriva de la hidrogenacion
industrial de aceites vegetales (79), (anexo 1) se proporciona la composicion en

acidos grasos de algunos aceites vegetales comunes.

La conversion de aceites en grasas es un proceso de importancia comercial, la
industria alimentaria usa este proceso para solidificar grasas que a temperatura
ambiente son liquidas; esto es necesario para poder utilizar esas grasas en los
procesos de manufactura, y para aumentar la estabilidad del producto frente a la
oxidacion. La hidrogenacion genera gran cantidad de &cidos grasos trans, que

puede alcanzar hasta un 40% de las grasas totales (79).

En la Ultima década, numerosos estudios clinicos y epidemiolégicos coinciden en
demostrar que los &cidos grasos trans poseen efectos adversos sobre las
lipoproteinas plasméticas, lo que produce un incremento del colesterol LDL
(LowDensityLipoprotein o colesterol de baja densidad)y descenso del colesterol
HDL ( high-densitylipoprotein o colesterol de alta densidad). Los acidos grasos
esenciales (llamados de asi porque el cuerpo no los sintetiza y son necesarios
consumirlos en la dieta) conocidos con el nombre de omega-3 (acido a-linolénico)
y omega-6 (acido linoléico), producen el efecto contrario, ya que estos acidos
reducen el nivel de colesterol en la sangre y la lipogénesis hepatica, ademas,

estan involucrados en la disminucién de la presion sanguinea (79, 80).

5.2.3 Reacciones de los acidos grasos

Saponificacion: Es una reaccion tipica de los &cidos grasos, en la cual

reaccionan con bases (NaOH o KOH) y dan lugar a una sal de 4cido graso, que se
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denomina jabon (78,79). En la figura 9 se muestra la reaccion general de

saponificacion de un 4cido graso.

[l
H2C_O 7C7 C17H35 HZC—O*H

‘ Il

HC—O — C—— Cy7Hgs + 3NaOH———> HC—O—H
‘ ﬁ

H2C—O 7C7C17H35 H2C_OiH

0
|

+ 3Na" | 0— C—Cy/Hss

Figura 9. Reaccion de saponificacion

Hidrdlisis acida: Es una reaccion reversible; la reaccién con agua en medio acido

genera el glicerol y los acidos grasos correspondientes (78,79). En la figura 10 se

observa la hidrdlisis acida de una grasa o aceite.

o)
H,C—O &R H H,C—O—H
0 -~
HC—O —C—R + 3HO0 — HC—O—H
‘ (@) reversible
H,C—O ¢ r H,C—O—H

Triglicerido (grasa o aceite) Glicerol

+ 3R-COOH

Acido graso (saturado o insaturadc

Figura 10. Hidrdlisis acida de una grasa o aceite

Hidrogenacion: Las grasas y aceites insaturados pueden ser hidrogenados,

convirtiéndose en el proceso los acidos grasos insaturados, total o parcialmente,

en saturados. Esta es la forma industrial en que se producen las margarinas

(78,79). En la figura 11 se muestra la reacciéon de hidrogenacion.
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Figura 11. Reaccion de hidrogenacion

Esterificacion y transesterificacion: En la esterificacion, un acido graso se une a
un alcohol mediante un enlace covalente, formando un éster y liberandose una
molécula de agua. Los acidos pueden ser esterificados por alcoholes en presencia
de un apropiado catalizador &cido (figura 12). El paso inicial es la protonacién del
acido para dar el i6n (77), el cual puede sufrir una reaccion con el alcohol para dar
el intermediario (78), y este a su vez puede perder un protén para convertirse en el
éster (79). Cada paso en este proceso es reversible pero en presencia de un gran
exceso del alcohol, el punto de equilibrio de la reaccion es desplazado para que la

esterificacion se realice (79).

o 0O @ 0
+
) < — " </ - " = )J\
Ri
/
on OH, d—r, R o

—

o

~
I

(2) €)
Figura 12. Esterificacion de acidos grasos con catalisis acida.

La trans-esterificacion ocurre bajo condiciones similares (figura 13). La
protonaciénde éster es seguida por la adicion del alcohol para dar el intermediario
(4) el cual se disocia para posteriormente dar el éster (6). El agua debe ser una

vez mas excluida. Las condiciones preferidas para esterificacion o trans-
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esterificaciéon de acidos carboxilicos son por consiguiente un exceso del alcohol
con el que se quiere esterificar y ausencia de agua (79).

- ~

- -+
/o s o) Q
H . H
R \/ - & ROH. || M
O d—r; R2Q
/ “h

(6)

Figura 13. Trans-Esterificacion de lipidos por catdlisis &cida.

5.2.4 TOCOFEROLES Y TOCOTRIENOLES

El término general vitamina E se utiliza para designar a un grupo de 8 vitameros
los cuales se dividen en 2 grupos fundamentales: 4 tocoferoles y 4 tocotrienoles
(a, B, y, ©), solubles en lipidos y disolventes organicos. Su estructura consta de 2
partes primarias: un anillo complejo cromano y una larga cadena lateral. La
vitamina E se encuentra principalmente en los aceites vegetales (soya, maiz,
algodoén, girasol y uva); el trigo, la avena y el arroz integral; la mantequilla y el
huevo (82).

Las estructuras quimicas de los vitameros de tocoferol se presentan en la Figura
14a, son 4 isébmeros que tienen una cadena saturada. Las estructuras de los
tocotrienoles se muestran en la Figura 14b, estos isomeros tienen una cadena

insaturada con 3 dobles enlaces en los carbonos 3,7 y 11.Dentro de cada grupo,
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los vitameros difieren en el nimero y posicion de los grupos metilo en el anillo

cromano, designandose como a, 3, y, 6 (82).

Alfa-tocoferol Alfa-tocotrienol

Beta-tocoferol Beta-tocotrienol

Gamma-tocoferol Gamma-tocotrienol

Delta-tocoferol Delta-tocotrienol
Figura 14a Estructura quimica de los Figura 14b Estructura quimica de los
Vitameros del Tocoferol Vitameros del Tocotrienol

5.2.4.1 Estructura Quimica

A diferencia de otras vitaminas que presentan una sola estructura quimica, bajo el
nombre de vitamina E se agrupan dos conjuntos de compuestos quimicamente

muy similares, que presentan en su estructura basica: 2-metil-2-(4°,8",12"-
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trimetiltridecil)-6-cromanol. Estos son los tocoferoles y los tocotrienoles. Los
tocoferoles poseen una cadena poliprenilo saturada de 16 carbonos y tres centros

quirales con configuracién R en las posiciones 2, 4" y 8" (figura 15) (81).

Figura 15. Estructura quimica del tocoferol

Los tocotrienoles, poseen una cadena isoprenoide con tres insaturaciones en las
posiciones 3", 7" y 11" (figura 16). Los miembros dentro de cada conjunto son
denominados a, B, y, & dependiendo del numero y de la posicion de los grupos

metilo sustituyentes del anillo aromético (anexo 2) (81)

Figura 16. Estructura quimica del tocotrienol

Debido a que los tocoferoles poseen tres centros quirales, ellos pueden existir
como ocho diasteroisbmeros agrupados en cuatro pares de enantibmeros. En
cuanto a los isbmeros de los tocotrienoles, es importante aclarar que debido a la
presencia de los dobles enlaces en las posiciones 3’ y 7’, estos compuestos solo
presentan isomeros de posicion y, debido a que poseen un centro quiral en la

posiciéon 2, presentan dos estereoisomeros (81).
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5.2.4.2 Aspectos funcionales

A la vitamina E se le conoce como uno de los principales factores alimentarios
necesarios para el buen funcionamiento del organismo, y en la prevencion de
numerosas patologias. Sin embargo, la principal accion que se le ha atribuido es la
de funcionar como un escudo protector de las membranas celulares para evitar el
deterioro por los radicales libres que contienen oxigeno y que pueden resultar

toxicos y cancerigenos (82).

La presencia de a-tocoferol en un aceite 0 grasa es deseable, debido a que es
considerado el vitamero mas importante de los tocoferoles, ya que ejerce mayor
actividad biologica y tiene mayor capacidad antioxidante y esta involucrado en la
prevencion de enfermedades degenerativas (83, 84).

A diferencia de los tocoferoles, los tocotrienoles presentan baja actividad biolégica.
Estudios han demostrado que los tocotrienoles son eficientes en la prevencion y
reduccion de la peroxidacion lipidica, ademas tiene propiedades terapéuticas e
inhibe la proliferacién de células del cancer de mama y ayudan a disminuir el

colesterol (85).

5.2.4.3 Tocoferoles en aceites vegetales

La distribucion de los tocoferoles en aceites vegetales es diferente a la de los
tocotrienoles. Los tocoferoles estdn presentes en todos los organismos
fotosintéticos, pero los tocotrienoles se encuentran soélo en ciertas familias de
plantas (82).

En relacién con las propiedades antioxidantes, se ha estudiado la rancidez y la
estabilidad oxidativa de distintos aceites vegetales evaluandose el efecto de la
concentracion de tocoferoles, junto con otros factores, sobre la estabilidad de los
aceites (86), se ha demostrado que los isbmeros y-tocoferol y & -tocoferol son mas
estables frente al proceso oxidativo, y que los tocoferoles tienen potencial

antioxidante mayor a los tocotrienoles (87).
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La actividad antioxidante de los tocoferoles y otros compuestos de los aceites
vegetales, presenta un creciente interés desde que fueron relacionados con su
caracter protector frente a enfermedades degenerativas cronicas como las
enfermedades coronarias, la degeneracion neuronal y la aparicion de tumores en
diferentes localizaciones (88). Estas propiedades antioxidantes han sido también

utilizadas en campos como la cosmética (89, 90).

5.25 FITOESTEROLES Y FITOESTANOLES

Los fitoesteroles son triterpenos insaturados con unoo dos dobles enlaces entre
carbono y carbono. Pueden formar ésteres con acidos grasos, acidos fenolicos o
hexosas (usualmente glucosa). A diferencia de los fitoesteroles, los fitoestanoles
como el campestanol y sitostanol, son triterpenos saturados, ya que no contienen
dobles enlaces carbono-carbono, ademas son menos abundantes en la
naturaleza(92).Los fitoestanoles estan en menor proporcion en el reino vegetal,
pero se preparan por reduccion quimica de los fitoesteroles, obteniendo sitostanol,

campestanol y estigmastanol (Ver figura 17) (91).

Figura 17. Estructura quimica de los principales Fitoestanoles.

En la naturaleza, se han descrito mas de 200 tipos diferentes de esteroles
vegetales en diferentes especies de plantas, siendo los mas abundantes: el (-
sitosterol, campesterol y estigmasterol, constituyendo el 95-98% de los

fitoesteroles identificados (Ver Figura 18) (91).
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Figura 18. Estructura quimica de los principales Fitoesteroles.

Los fitoesteroles se encuentran en casi todos los tallos, frutos y hojas vegetales.
Las principales fuentes son los aceites vegetales, semillas oleaginosas, en

cereales, legumbres, frutos secos (91).

Los fitoesteroles y fitoestanoles inhiben la absorcion intestinal de colesterol, por
ello, su consumo se ha asociado con la disminucion del riesgo de enfermedades
del corazéon. Se les atribuye propiedades antiinflamatorias, antitumorales,
bactericidas y fungicidas. También se ha reconocido que los fitoesteroles y
fitoestanoles poseen propiedades inmunomoduladoras que podrian ser benéficas
para la prevencion del cancer de colon, cancer de mama y dafio tisular asociado a

inflamacion (92,93).
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5.2.6 METODOS DE ANALISIS DE GRASAS Y ACEITES

5.2.6.1 Extraccién Método Soxhlet

La extraccion solido-liquido es una operacion basica cuya finalidad es la
separacion de uno o mas componentes contenidos en una fase solida, mediante la
utilizacion de una fase liquida o disolvente. El componente o componentes que se
transfieren de la fase sdlida a la fase liquida recibe el nombre de soluto, mientras

que el sélido insoluble se denomina inerte (95, 96).

El método soxhlet consiste en una extraccion solido-liquido, que se utiliza
generalmente para aislar los componentes lipidicos de una muestra, por medio de
un solvente apolar como el Eter dietilico, el Eter de petrdleo o el Hexano. Este
método de extraccion es directo, aplicable a alimentos en general, para la
obtencion de la fraccion de grasa libre de la muestra para su posterior utilizacion
(94).

El procedimiento basico consiste en llenar un dedal poroso de celulosa con una
muestra solida del material, al cual el solvente condensado extraera
continuamente componentes afines o solubles a éste. Para tener un mayor
rendimiento es conveniente un tiempo de extraccion de 2 horas. Mientras mas
tiempo lleve el proceso de extraccion, mayor serd la cantidad de material extraido

(94).En la figura 19 se muestra un esquema del método de extraccion soxhlet.
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Figura 19. Esquema de extraccion Soxhlet

5.2.6.2 Caracterizacion de las grasas y aceites.

Caracterizacion fisica

Densidad: La densidad relativa se determina picnométricamente, en un aceite es
la relacion entre su peso y su volumen, esta constante no varia cuando esta puro
o fresco, pero es afectado por la edad, la rancidez y cualquier tratamiento que se
le haga al aceite. La densidad depende de la temperatura y de la presion. Se
determina segun la norma ICONTEC 336 (97) (98).

indice de refraccion: Es la razon de la velocidad de un rayo de luz en el vacio a
la velocidad de luz a través de la sustancia. Es igualmente la relacion del seno del
angulo de incidencia al seno del angulo de refraccion y varia con la longitud de

onda del rayo de luz refractado y con la temperatura. El indice de refraccion se
indica con la notacién Np para una temperatura en °C y longitud de onda de la

linea D del sodio (99). El indice de refraccién se determina de acuerdo a la norma
colombiana ICONTEC 286 (100).
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Caracterizacion quimica

indice de acidez

El indice de acidez (IA) es una medida del contenido en acidos libres presentes en
grasas y acidos grasos; ademas de los acidos grasos libres, se determinan los
acidos minerales que pudiera haber. El conocimiento del contenido en acidos
grasos libres sirve como prueba de pureza y en ocasiones permite extraer
conclusiones acerca del tratamiento o reacciones de degradacion que se hayan
producido. Las grasas brutas, sin refinar presentan por lo general un IA de hasta
10, mientras que para los aceites refinados suele ser 0.2. El IA se expresa como
miligramos de hidréxido de potasio requerido para neutralizar los acidos grasos
libres contenidos en 1g de grasa o aceite. La muestra se disuelve en un disolvente
organico y los acidos presentes se titulan con una disolucion de hidroxido de
potasio frente a fenolftaleina (91). Se realiza segin la norma colombiana
ICONTEC 218 (101).

indice de peréxidos: El indice de perdéxidos es una medida del oxigeno unido a
las grasas en forma de perdoxido. Como productos de oxidacion primarios se
forman especialmente hidroperéxidos, ademas de cantidades reducidas de otros
peréxidos como consecuencia de procesos oxidativos, Este parametro permite
cuantificar la alteracion del aceite causada por la oxidacién de los dobles enlaces
de los &cidos grasos insaturados con formacion de peréxidos que posteriormente
se polimerizan y descomponen dando origen a aldehidos, cetonas y &cidos de
menor peso molecular, la conservacion del aceite es esencial ya que este proceso
es acelerado en presencia de luz, calor y humedad. El enranciamiento oxidativo
destruye las vitaminas liposolubles, particularmente las vitaminas A y E; se
disuelve la muestra en una mezcla de cloroformo y acido acético glacial y se
mezcla con una disolucion de yoduro potasico. La cantidad de yodo liberada por
reaccion con los grupos peroxidos se determina finalmente por valoracién con una
disolucion de tiosulfato sodico (91). Se determina segun la norma ICONTEC 236
(102).
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indice de saponificacion: El indice de saponificacion (IS) es una medida de los
acidos grasos libres y combinados que existen en la grasa y es directamente
proporcional a su masa molecular media: Cuanto menor sea la masa molar media
de los &cidos grasos presentes (es decir, cuanto mayor sea la proporcion de
acidos grasos de cadena corta), tanto mayor sera el indice de saponificacién. El IS
se utiliza para comprobar la pureza de las grasas. El IS representa la cantidad de
hidroxido de sodio o potasico necesaria para la saponificaciéon de 1g de grasa, la
muestra problema se saponifica con un exceso de disolucion de hidroxido de
potasio en etanol (figura 20). La cantidad de hidroxido potasico que no ha
reaccionado se determina por valoracion con &cido clorhidrico (91).El IS se

determina de acuerdo con la norma colombiana ICONTEC 235 (103).

i i
|
H,—C—O—C—R1 HO —C—R;
2 H, —C—0OH o
o OH | I
Hp—C—0—C—R, — Ho—C—0H + HO—C— R,
O
o H.O" o I
! ’ Hz—C—OH HO—C—R,
‘HZ—C—O—C—R3 ‘ ‘ ‘ ‘
Trigliceridos Glicerol Ac. Grasos

Figura 20. Reaccion de saponificacion

indice de yodo: método de Hanus.

El indice de yodo es una medida del grado de insaturacion de los componentes de
una grasa, sera mayor cuanto mas sea el nimero de dobles enlaces por unidad de
grasa, utilizandose por ello para comprobar la pureza y la identidad de las grasas
(77). Se determina segun la norma ICONTEC 283 (104).

La muestra problema exactamente pesada se somete a la accién del reactivo de

Hanus (solucion de mono bromuro de yodo en &cido acético) y luego de un tiempo
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determinado, se valora el yodo en exceso, mediante el empleo de soluciéon de

tiosulfato de sodio (Figura 21) (105).

Br—1 4+ Rl/\/RZ
I—Br 4 I—K
15 + 28S,0;7

—_—

K—Br 4 |

2 + 5,047

Figura 21.Reaccion correspondiente a la determinacién del indice de yodo de

una grasa o aceite por el método de Hanus.

Segun el indice de yodo los aceites se pueden clasificar como:

e Aceites secantes. Son aquellos que tiene indices de yodo muy elevados que

pasan de 120 (como el de linaza y los de pescado). Son los que al exponerse a

la accion del aire absorben el oxigeno de este y forman peliculas transparentes

a la goma elastica.

e Aceites no secantes. Son aguellos aceites que poseen indices de yodo

inferiores a 100 (oliva, mani, almendras). Son los que al exponerse a la accion

del aire se mantiene liquidos y se espesan un poco.

e Aceites semisecantes. Son aceites que tiene indices de yodo intermedios.

(algododn, ajonjoli, maiz). Estos aceites desecan menos que los secantes y su

indice de yodo esta comprendido entre 100 y 120 (105).
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5.3 ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accién oxidante de los
radicales libres mediante la liberacion de electrones, los cuales son captados por
los radicales libres, cumpliendo una funcion preventiva en el desarrollo del

envejecimiento y de ciertas enfermedades neurodegenerativas.

El antioxidante, al interactuar con el radical libre le cede un electrdn, debilitando su
accion y en algunos casos, como la vitamina E, puede regenerarse a su forma

primitiva por la accion de otros antioxidantes (106).

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electréon
desapareado o libre, por o que son muy reactivos, puesto que tienden a captar un
electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad. Una vez que
el radical libre ha conseguido sustraer el electron que necesita, la molécula estable
qgue lo cede se convierte a su vez en un nuevo radical libre por quedar con un
electron desapareado, iniciandose asi una verdadera reaccion en cadena que

puede eventualmente destruir las células (107).

La vida media biolégica del radical libre es de microsegundos, pero tiene la
capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando gran

dafio a biomoléculas, membranas celulares y tejido (107).

Los radicales libres en cantidades moderadas tienen importantes efectos
fisiol6gicos como la regulacibn de la respuesta inmunolégica de defensa
(inactivacion de virus, eliminacion de bacterias u hongos), estan involucrados en
muchas procesos quimicos importantes, como el deterioro de los alimentos; por lo
gue deben ser considerados como benéficos o toxicos dependiendo de su
concentracion y de los mecanismos antioxidantes que los producen (108).

Los radicales libres se producen continuamente en el organismo por medio de

reacciones bioquimicas de oxidoreduccion con oxigeno (REDOX), que tienen lugar
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en el metabolismo normal de las células, por los fagocitos, en una reaccion
inflamatoria controlada y también en ocasiones, como respuesta a la exposicion
de radiaciones ionizantes, rayos ultravioletas, contaminacion ambiental, humo de

cigarrillo, exceso de ejercicio e isquemia (109).

Debido a este aumento incontrolado de radicales libres, el cuerpo hace uso de los
antioxidantes como sistema de proteccion. Estos sistemas incluyen antioxidantes
producidos en el cuerpo (enddgenas) y otros obtenidos de la dieta (exdgeno); los
primeros incluyen las defensas enzimaticas: superoxido dismutasa (transforma el
oxigeno en peréxido de hidrégeno), glutatiobn peroxidasa (convierte el peréxido de
hidrogeno y los peréxidos lipidicos en moléculas inofensivas antes de que puedan
formar radicales libres). Los obtenidos en la dieta tales como: la vitamina E, la
vitamina C, el B caroteno, flavonoides y licopenos entre otros, se encuentran en

los vegetales de la dieta (109).

5.3.1 Especies reactivas de oxigeno

El oxigeno es una molécula basicamente oxidante, hasta el punto que en las
células que lo utilizan para su metabolismo, es el principal responsable de la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ERO) término aplicado
colectivamente a las especies radicales y no radicales que son agentes oxidantes
y/o son facilmente convertidos en radicales (107).

Sin embargo, no todas las especies oxidantes tienen un origen enddgeno; la
existencia de factores exdgenos, como la radiacion solar, toxinas fldngicas,
pesticidas o xenobioticos, pueden incrementar su nivel. En condiciones normales,
las células metabolizan la mayor parte del oxigeno con la formacién de agua sin
formacion de intermediarios toxicos, mientras que un pequefio porcentaje (5%)

forman tres intermediarios altamente toxicos, dos de los cuales son radicales libres

(el anién superoxido 0, y el hidroxilo OH-) (207).
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5.3.2 Método espectrofotométrico del DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo)
para la evaluacién de la actividad antioxidante

El procedimiento seguido para determinar la actividad antioxidante se basa en el
método descrito por Brand-Williams et al., (1995) (110),el cual consiste en la
medicion a 517 nm de la reduccion del radical estable 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
(DPPH.). La absorbancia caracteristica de este radical que posee un color violeta
intenso, disminuye en presencia de un antioxidante. Por lo tanto, es posible
cuantificar la capacidad captadora de radicales libres que poseen determinados
compuestos mediante la determinacion del grado de decoloracién que provocan a
una solucion metanolica de DPPH, ver figura 22.

e ) e

AH g H

O,N N—N S~ } O,N N—N
- O e O
Morado Amarillo palido
Difenilpicrilhidrazilo (DPPH) A-H: Molécula antioxidante

Figura 22. Reduccion del radical estable 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH.)
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5.4 GENERALIDADES DE LA CROMATOGRAFIA

La cromatografia es una técnica que permite separar, aislar e identificar los
componentes de una mezcla de compuestos quimicos. La muestra es distribuida
entre dos fases, una estacionaria y otra movil, de tal forma que cada uno de los
componentes de la mezcla es selectivamente retenido por la fase estacionaria,
(111). En todas las separaciones cromatograficas, la muestra se desplaza con una
fase movil, que puede ser un gas, un liqguido o un fluido supercritico. Esta fase
movil se hace pasar a través de una fase estacionaria con la que es inmiscible, y
que se fija a una columna o a una superficie sélida. Las dos fases se eligen de tal
forma, que los componentes de la muestra se distribuyen de modo distinto entre la
fase movil y la fase estacionaria. Aquellos componentes que son fuertemente
retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase
movil; por el contrario, los componentes que se unen débilmente a la fase
estacionaria, se mueven con rapidez. Como consecuencia de la distinta movilidad,
los componentes de la muestra se separan en bandas o zonas discretas que

pueden analizarse cualitativa y / o cuantitativamente (112).

5.4.1 Cromatografia en capa delgada. (CCD)

La cromatografia en capa delgada es un método fisicoquimico fundado en la
separacion de las sustancias de una mezcla por migracion diferencial sobre una
capa delgada de un adsorbente o gel, con o sin aglutinante, extendido

homogéneamente en un soporte rigido o flexible (113).

La separacion se lleva a cabo sobre una fina capa que constituye la fase
estacionaria, por lo general de silica gel, que se deposita sobre una placa de
vidrio, plastico o aluminio. La fase movil se desplaza a través de la fase
estacionaria por capilaridad, moviendo los componentes de la muestra a diferentes
velocidades de acuerdo al grado de interaccién con la matriz y la solubilidad en el
disolvente (114).
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Una vez localizados los analitos, se determina para cada componente el valor del
Rf como el cociente entre el recorrido de la sustancia y el recorrido del disolvente,
éste valor puede ser utilizado para la identificacion de cada una de las manchas,
pero no como criterio Unico ya que varios compuestos pueden tener el mismo Rf

con determinada mezcla (114).

5.4.2 Cromatografia de gases. (CG)

La cromatografia de gases es una técnica analitica utilizada en la separacion,
identificacion y medida de los componentes de una mezcla. Se basa en la
diferencia de velocidades de migracion de los componentes de una mezcla, al ser
arrastrados por un gas inerte a través de un tubo relleno de un material adecuado.
En la cromatografia de gases, la fase movil se denomina gas portador, ya que es
un gas inerte cuya finalidad es transportar las moléculas de la muestra a través de
la columna (115). Existen dos tipos de cromatografia de gases: cromatografia
gas—soélido (CGS) que esta limitada a moléculas polares donde se produce la
retencion de los analitos en una fase estacionaria solida como consecuencia de la
adsorcion fisica; cromatografia gas-liquido (CGL) que se basa en la distribucién
del analito entre una fase movil gaseosa y una fase liquida inmovilizada sobre la
superficie de un solido inerte. En cromatografia de gases (CG), se emplean dos
tipos de columnas: columnas rellenas y columnas capilares. Las columnas
capilares pueden ser: columnas abiertas de silice fundida (FSOT), columnas
abiertas de pared recubierta (WCOT) y columnas abiertas recubiertas con soporte
(SCOT) (117).

El principio de la cromatografia de gases esta basado en la volatilizaciéon de la
muestra en el puerto del inyector, la separaciéon de los componentes en una
columna, que soporta la fase estacionaria, mientras que los componentes de una
mezcla son arrastrados por la fase movil, y la salida de cada componente de la

columna se registra por un detector. Figura 23 (116)
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Figura 23. Representacidén esquematica de un cromatédgrafo de gases.

Columnas cromatogréficas

Las columnas estan hechas de cobre, acero inoxidable o tubos de vidrio, dobladas
o enrrolladas. Las columnas analiticas tienen una longitud de 1-6 m. de longitud y
2-4 mm de didmetro. Segun se encuentre en ella distribuida la fase estacionaria y
el valor que alcance la relacion de fases se originan los diferentes tipos de

columnas:

1. Clasicas de relleno: Constituidas por un tubo de metal o vidrio con relleno
de soporte granular, con la superficie recubierta por una pelicula de la fase

estacionaria. Este tipo de columna se usa a escala preparativa.

2. Capilares rellenas: Se distinguen de las columnas clasicas de relleno por el
diametro interno del tubo, no excede un milimetro. Ademas, la relacion
entre los diametros del tubo y de la particula de relleno es del orden de tres

a cinco veces. Esto hace que sea un relleno mas irregular. Este tipo de
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columnas no esta comercializado, debido a lo dificil de introducir un soporte

en un tubo capilar metalico de esa longitud.

3. Capilares de capa porosa: En este caso el soporte es depositado en la
pared interior del tubo, después es recubierto por la fase estacionaria y la
parte central del capilar permanece vacia.

4. Capilares abierta: También conocidas como columnas Golay. La fase
estacionaria va depositada en la pared interior del tubo que actia como
soporte (117, 118).

Detectores

Los detectores son dispositivos que indican y miden los solutos en la corriente del
gas portador, convirtiendo una sefial no medible directamente en una sefal
elaborable de una propiedad fisica. Esta sefal es elaborada por una comparacion
entre el gas portador y el mismo gas llevando cada uno de los componentes
previamente separados en la columna, esto es traducido en una sefial eléctrica
que es amplificada y registrada al momento de salir de la columna. Un buen
detector es altamente sensible, tiene una respuesta lineal sobre un amplio rango
de concentracibn y es relativamente insensible a variaciones de flujo y

temperatura (119).

5.4.3 Espectrometro de masas.

Un espectrdmetro de masas es un instrumento que separa los iones que se
desplazan rapidamente segun su relacion masa/carga, m/z. La mayoria de los
iones que se estudian presentan una sola carga, de modo que la relacion es
sencillamente la masa del ion. La cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM) combina las ventajas de ambas técnicas: el

alto poder de resolucion y la velocidad de analisis de la cromatografia de gases
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(CG), mientras la espectrometria de masas(EM) provee tanto la identificacion
como la cuantificacién por debajo del nivel de las ppb (119).

Las moléculas del analito deben ser primero ionizadas para ser atraidas (o
repelidas) por un apropiado campo magnético o eléctrico. Existen numerosas
técnicas de ionizacién, pero impacto electrénico (IE) es el mas antiguo, comun y
simple. La fuente de ionizacion es calentada y bajo vacio la mayoria de las
muestras son facilmente vaporizadas e ionizadas. Los electrones de alta energia
golpean las moléculas neutras del analito, causando la ionizacién (usualmente
pierde un electron) y fragmentacion. Esta técnica de ionizacion produce en su

mayoria exclusivamente iones positivos (119).

Otros medios para lograr la ionizacion son la ionizacion quimica (IQ vy, la
ionizacion quimica negativa (IQN). En 1Q, un gas reactivo como el metano es
admitido a la camara de iones donde es ionizado, produciendo un catién el cual
experimenta mas reacciones para producir iones secundarios. Comunmente esta
técnica produce menos fragmentaciones y espectros mas simples. El pico mayor
que resulta es (M +1), siendo M el peso molecular (119).

Para llevar a cabo la ionizaciéon quimica, la cantidad de iones es habitualmente
diferente de la usada para impacto electrénico, la presion de operacion es mayor y
la temperatura es mas baja. Después de la ionizacion, las particulas cargadas son
repelidas y atraidas por lentes cargados en el analizador de masa. Aqui las
especies ibnicas son separadas por su razon masa-carga (m/z) por cualquiera de

los dos campos magnético o eléctrico (117).

Los analizadores de masa tipicos para CG/EM son cuadrupolos o trampa de
iones. El detector de masas mas simple para cromatografia de gases es el
detector de trampa de iones (DTI). En este instrumento, los iones se generan por
impacto de electrones o por ionizacion quimica, a partir de la muestra eluida, y

luego se mantienen en un campo de radiofrecuencia. A continuacion, los iones
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atrapados se expulsan del area de almacenamiento hacia un detector multiplicador
de electrones. La expulsion se controla de tal forma que es posible un barrido en

funcién de la relacién masa/carga (118).

El espectro de masa es simplemente un plano de la abundancia de los iones en
funcién del (m/z). Bajo condiciones controladas, las razones de abundancia y
(m/z) especifico que presentan las especies son Unicos para cada compuesto.
Estos pueden ser utilizados para determinar el peso molecular y la estructura

quimica de cada compuesto (119).

La presentacion de datos puede ser de dos maneras; o como un total andlisis
(scan, TIC-Total lon Chromatogram) o como un numero pequefio individual de
iones (SIM-Selected lon Monitoring) caracteristicos de un compuesto. Total ion

Chromatography (TIC) es usado para identificar compuestos desconocidos. Un
rango especifico de masas es escaneado. Todos los picos son reportados asi que
los espectros de masa pueden ser recuperados del computador y ser usados para
identificar cada pico. La computadora compara rapidamente cada espectro de
masa desconocido con cerca de 150.000 espectros de referencia. La adquisicion
de datos necesario para examinar todos los iones en el rango seleccionado es

lento, la sensibilidad es limitada, y usualmente no es optima (119).

Otros detectores empleados en GC: detector de Conductividad térmica (DCT),
de ionizacion de flama (FID), de Quimioluminiscencia del azufre (SCD), de
Emision atémica (AED), de captura de electrones (ECD), Termoionicos (TID),
Fotométrico de llama (FPD), de Fotoionizacion, de Nitrégeno-Fésforo, de
Conductividad electrolitica (ELCD) y el Espectrometro Infrarrojo de transformada
de Fourier (120, 117).

-Detector termoidnico (TID): Se usa para compuestos fosforados y nitrogenados,
su funcionamiento es parecido al detector de ionizacion de llama, el eluyente se

mezcla con hidrogeno y se quema. El gas se pasa alrededor de una esfera de
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rubidio calentado a 600° C y sometida a 180 V, creando un plasma en el cual se
forman gran cantidad de iones que producen una corriente medible, la intensidad
es proporcional al numero de iones formados y asi determinar la cantidad del

analito.

- Detector de conductividad térmica (DCT): Consiste de dos celdas metalicas
idénticas, cada una conteniendo un filamento de alambre de tungsteno o de
tungsteno con lamina de oro. Este es un método no destructivo dependiente de la
concentracion, con selectividad universal. Su modo de deteccion es debido al
cambio de resistencia del cable basado en la termo conductividad del gas cuando

fluye a través de la columna (118).

- Detector de ionizacion de flama (FID): Consiste de una flama de hidrogeno/aire y
una placa colectora. Las muestras que salen de la columna pasan a través de la
flama, la cual rompe las moléculas organicas y produce iones. Los iones son
colectados en un electrodo parcial produciéndose una sefial eléctrica. Este es un
método destructivo dependiente del flujo de masa, con selectividad para
compuestos organicos, es extremadamente sensible en un amplio rango dinamico.
Su modo de deteccién es debido a la produccién de iones en una flama resultando

en una corriente que puede ser medida (118).

- Detector de captura de electrones (DCE): Es altamente sensible a los
compuestos halogenados y por lo tanto muy util en la deteccién de pesticidas.
Para este tipo de cromatografia la muestra debe contener una fase gaseosa
electréfora. Este es un sistema donde se detectan particulas 3 por absorcion de
especies que contienen halégenos, nitrilos, nitratos, organometales y dobles
enlaces conjugados. Las particulas R son emitidas por una fuente de °Ni, los
electroforos las absorben reduciendo la corriente, siendo esta la base de la

respuesta (118).
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5.4.4 Cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE).

Es la técnica analitica de separacion mas ampliamente utilizada por su alta
sensibilidad, es idonea para separar sustancias o0 grupos de sustancias poco
volatiles o térmicamente inestables o que solo se transforman con dificultad en sus

derivados volatiles (112).

En la figura 24 se muestra el esquema de un aparato de cromatografia liquida de
alta eficiencia, los componentes de una mezcla son llevados través de una fase
estacionaria fijada dentro de una columna mediante el flujo de una fase movil
liquida; la elusibn de la muestra puede ser obtenida con disolventes de
composicién constante (modo isocratico) o con disolventes de composicion
variable (modo gradiente). Dichas separaciones estan basadas en las diferencias
de la velocidad de migracién entre los componentes de la muestra que vienen
condicionadas por la naturaleza de los analitos y su interaccion con las fases; asi
el componente mas afin a la fase estacionaria se retienen mas y tarda mas en
eluir (es decir, en salir de la columna) y el mas afin a la fase maovil seretiene

menos y eluye antes (121,122).

Fuente reguladora
de helio

Vdlvula de salida

Vilvula .
Vilvula de drenaje

de entrada 2

Jeringa para cebar

Recipientes de los
disolventes Purga Filtro
de

entrada

—— e —
2 R

Vilvula de mezcla de los disolventes

—~+— Al detector b 0
Columna

Regulador de
contrapresion

Valvuta ‘'del inyector

Figura 24. Representacién esquematica de un aparato de cromatografia

liquida de alta eficiencia.
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Columnas.

El diametro interno de una columna de CLAE es un aspecto critico que determina
la cantidad de muestra que se puede cargar a la columna y también influye en su
sensibilidad. Por lo comun, las columnas son rectas y se pueden alargar, si es
necesario, acoplando dos o mas columnas. El didmetro interno de las columnas es
a menudo de 4 a 10 mm. Recientemente, se han empezado a fabricar columnas
de alta eficacia, mas rapidas, las cuales tienen menores dimensiones, estas
columnas pueden tener diametros internos que oscilan entre 1 y 4.6 mm y una
longitud de 3 a 7.5 cm (112).

Tipos de columnas:
Algunas de las columnas empleadas en Cromatografia de alta eficiencia son: de
exclusibn molecular (SEC), de afinidad, Intercambio iénico (IEC), (121) y otras

como.

Fase normal (FN),

la particula base de silicagel se modifica quimicamente para remplazar sus grupos
funcionales activos, los silanoles, de caracteristicas polares, por determinados
grupos funcionales: octadecilsilano ( frecuentemente llamados ODS o C18),
octilsilano (C8), fenilo, ciano (CN), amino, diol etc. (anexo 2); el material de relleno
puede emplear basicamente dos formas, irregular o esférica, actualmente se
tienden a emplear columnas de 25 cm, o de 10-15 cm. de longitud con particulas
de 5 um, segun la resolucion requerida. La cromatografia de fase normal es un
método apropiado para la separacidén de solutos de polaridad mediana a alta y es
de suma utilidad para separar isomeros posicionales con sustituyentes polares. El
mayor inconveniente de la FN se debe a la alta actividad del material de relleno,

gue tiende a absorber agua y solventes polares en superficie (121).

Fase reversa (FR), La fase estacionaria consiste en una matriz de silica

empacada que lleva unida covalentemente una cadena alquilica de n-carbonos
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(por ejemplo, C-8 significa que se incorpora una cadena octil y C-18 una
octadecil). La méas hidrofobica es, en este caso, la fase estacionaria, eluyendo los
compuestos hidrofilicos mas rapidamente que los hidrofobicos, que interaccionan
con la fase estacionaria. También hay empaquetamientos poliméricos alternativos
a la silice que ofrecen similares caracteristicas con mayor resistencia dinamica y
mas amplio rango de estabilidad de pH. Existen dos variantes de la cromatografia

en fase reversa:

- Supresion idnica, se utiliza modificando el pH de la fase movil para acidos y
bases débiles, de forma que el analito pasa a ser més lipdfilo y se mejora la

separacion porgue se establece mas interaccion con la columna.

- Formacion de pares ionicos, se utiliza para compuestos que tienen grupos

funcionales biolégicos que seran unidos a un contraion. El contraion se asocia

+ -
al analito y lo desplaza del par i6nico normal (corrientemente Na o ClI)
mejorando su hidrofobicidad. Para analitos cationicos se utilizan grupos alquil o

aril sulfonatos y para analitos anionicos aminas cuaternarias (123).

Detectores.

Los detectores pueden clasificarse en generales y selectivos. Los detectores
generales miden el cambio de alguna propiedad fisica de la fase moévil que
contiene el analito en comparacion con la misma fase movil pura. EI mas utilizado
es el detector de indice de refraccion. Los detectores selectivos son aquellos
sensibles a alguna propiedad propia del soluto, por ejemplo el detector UV, que
producira una sefal proporcional a la absorbancia del soluto a una longitud de
onda dada. Otro ejemplo es el detector de fluorescencia, empleado para la
deteccion de solutos con fluorescencia natural o conferida por reaccion con un
reactivo fluorogénico (121).

- Detector de indice de refraccidon: Este detector mide la diferencia de indice de

refraccion entre el solvente puro y el solvente que contiene la muestra. Es un
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detector universal y no destructivo. Tiene la desventaja de ser muy poco sensible,
lo cual limita su campo de aplicacion y es afectado por cambios de temperatura.
Existen tres tipos diferentes de detectores de indice de refraccion: Fresnel,

Deflexion, Interferométrico (121).

-Detector UV: Es el detector mas empleado en CLAE. Posee una buena
sensibilidad y rango lineal. No es destructivo y puede emplearse con gradientes
de solventes, con la Unica limitacion de que éstos sean transparentes en la
longitud de onda de trabajo. Pueden ser de (a) longitud de onda fija, sélo se
detectan analitos que absorban a unas determinadas longitudes de onda, en el
caso de que no absorban deben derivatizarse para cambiar su espectro de
absorcion molecular a esas longitudes; (b) de longitud de onda variable, se puede
seleccionar cualquier longitud de onda; y (c) de dispositivo de diodos (diode array),
proporcionan un espectro completo por unidad de tiempo. La luz policromética
pasa a través de la celda de flujo y la luz trasmitida es dispersada por una red y
dirigida al dispositivo de fotodiodos. Permite la cuantificacibn por supresion
espectral, aunque el pico de interés no esté bien resuelto, y la identificacion de
sustancias por su espectro caracteristico (123).

- Detector de Fluorescencia: Es el detector mas empleado para la deteccion de
solutos con fluorescencia natural o conferida por reaccién con un reactivo
fluorogénico. Su alta sensibilidad y selectividad lo convierte en un detector

adecuado para el andlisis de trazas (121).

-Detector de Conductividad (electroquimicos). La muestra es oxidada o reducida
en la superficie de un electrodo a potencial constante, y pueden ser potenciados

por coulombimetria.

-Luz dispersada tras evaporacion. Funciona midiendo la luz dispersada por
particulas sélidas del soluto después de la nebulizacion y evaporacion de la fase
movil (123)
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-Espectrometria de masas. Se utiliza la relacibn masa/carga de las sustancias
eluidas y es aplicable a cualquier analito. Es el detector mas sensible, selectivo y
universal, pero de costo todavia elevado. Para cromatografia liquida se utilizan
detectores cuadrupolares o detectores hibridos con acoplamientos a presion
atmosférica como son fuentes APCI (ionizacion quimica a presion atmosférica)

ofuentes ESI (electroespray) (123)
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6. METODOLOGIA

6.1 MUESTRAS PARA ANALISIS

Se utilizaron semillas frescas de Vitis labrusca L. (uva Isabella) suministrados por
despulpadoras del eje cafetero, obtenidas como desecho después de procesar la
pulpa para jugos. Estas se llevaron al laboratorio de Oleoquimica, (Escuela de

quimica de la Universidad Tecnoldgica de Pereira) para su respectivo analisis.

6.2 TRATAMIENTO DE MUESTRAS

Se realiz6 un tratamiento preliminar a la muestra el cual consistio en:

» Un proceso de limpieza y lavado a las semillas de Vitis labrusca L. (uva
Isabella) con detergente Tego 51 al 1%, se secaron en un horno a una
temperatura de 40 °C durante 48 horas, en el laboratorio de Oleoquimica.

» Molienda en molino de aspas de las semillas en presencia de nitrdgeno
liquido.

» Se conservaron en frio para la posterior extraccion del aceite.

6.3 EXTRACCION DEL ACEITE

Se llevé a cabo la extraccion utilizando la técnica soxhlet empleando como
solvente n-hexano, una relacion muestra: solvente 1:10 y un tiempo de extraccion
de tres horas con base en otros estudios (124). El extracto se concentré en

rotaevaporador para su posterior analisis.
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6.4 CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

El aceite obtenido de la extraccion fue envasado en frascos ambar y se conservo a

temperatura ambiente.

6.5 CARACTERIZACION FISICA DEL ACEITE DE LAS SEMILLA DE Vitis
Labrusca L. (uva Isabella).

Al aceite fresco de las semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella), se le realizaron

las siguientes determinaciones fisicas por triplicado.

6.5.1 Densidad. Se realiz6 segun la norma ICONTEC 336, reportando los
resultados en gramos/mililitro (97).

6.5.2 indice de refraccién. Se hizo de acuerdo a la norma ICONTEC 286, (100).
Las mediciones se realizaron en un refractbmetro marca Fisher Scientific, modelo
334620 a 23 °C.

6.6 CARACTERIZACION QUIMICA DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS de Vitis
LabruscaL. (uva Isabella).

Al aceite fresco de semilla de uva Isabella Vitis Labrusca L., se le realizaron las

siguientes determinaciones quimicas por triplicado.

6.6.1 indice de acidez. Se determiné de acuerdo a la norma ICONTEC 218,

reportando los resultados en porcentaje de acido oleico (101).
6.6.2 Indice de perbxidos. Se analizd segin la norma ICONTEC 236,

reportando los resultados en miliequivalentes de oxigeno activo por kilogramo de
grasa (102).
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6.6.3 Indice de saponificacion. Se determiné de acuerdo a la norma ICONTEC
235, reportando los resultados como mg de hidroxido de potasio requeridos para

saponificar un gramo de aceite (103).

6.6.4 Indice de yodo. Se analiz6 segun la norma ICONTEC 283, reportando los
resultados en gramos de yodo por 100g de muestra (104).

6.7 SEGUIMIENTO DE ESTABILIDAD DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS DE
Vitis Labrusca L. (uva Isabella)

Se hizo mediante el analisis periddico del indice de acidez y peroxidos del aceite
obtenido. El seguimiento se realiz6 por dos meses evaluando los parametros cada
ocho dias.

6.8 ANALISIS DE LOS ACIDOS GRASOS DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS
DE Vitis Labrusca L. (uva Isabella) POR CROMATOGRAFIA DE GASES
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS (CG-EM).

6.8.1 Preparacion del derivado metilado

Se tomaron 50 pl del derivatizante hidroxido de trimetilsulfonio (TMSH) y 50 pl de
muestra, se llevaron a un bafio a 100°C por 10 minutos, procedimiento completo

ver anexo 3.

6.8.2 Andlisis composicional de acidos grasos

El andlisis del derivado metilado del aceite de las semillas de Vitis labrusca L. (uva
Isabella), se realiz6 en un cromatografo de gases acoplado a espectrometria de
masas (CG-EM) marca Shimadzu QP2010, empleando un estandar de mezclas de

metilesteres de acidos grasos marca RESTEK, con codigo de catalogo 35078 de
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concentracion de 30 mg/mL y las condiciones de andlisis descritas en la tabla 7,

con base en estudios anteriores (125).

Tabla 7. Condiciones de andlisis de Metil esteres del aceite de las semilla de
Vitis labrusca L. (uva lIsabella) por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM).

Shimadzu QP2010

Fame Wax
30m 2 =0.32mm

espesor de  particula=
0.25um

MASAS

250°C

100°C/2min

7°C/min

300°C/7min

Helio
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FLUJO 1,20 mL/min

MODO DE INYECCION Split

MODO DE ADQUISICION SIM
DE DATOS

1.0puL
VOLUMEN DE INYECCION

POTENCIAL DE 70eV
IONIZACION (PI)

6.9 ANALISIS DE LA FRACCION DE FITOESTEROLES POR
CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS
(CG-EM).

6.9.1. Obtencién de la materia insaponificable.
Se realizé la extraccion y cuantificacion de la materia insaponificable del aceite de

las semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella) de acuerdoa la norma ICONTEC
235-2 (126).
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6.9.2. Separacion de la fraccion de fitoesteroles.

La separacion de la fraccion de fitoesteroles de la materia insaponificable se hizo
por separacion en fase sélida, empleando la columna Restek, Silica, SPE fase
normal, volumen 3ml, de 500mg. Se acondiciond la columna con 3 mL de Hexano,
luego se llevo a sequedad con aire y posteriormente se aplicé la muestra. Para
lograr las mejores condiciones de separacion de la fraccion de fitoesteroles se

ensayaron dos sistemas de elucion, en los cuales la muestra era soluble.

Sistema 1.(Hexano: Acetato de Etilo 9:1)

Se eluyeron, la fracciéon 1 (F1) con 1.5 ml de Hexano: Acetato de Etilo 9:1 y la
fraccion 2 (F2) con 2ml de Acetato de Etilo; para un volumen total de elucién de
3.5ml.

Sistema 2.(Hexano: Diclorometano 6:4)
Se eluyeron, la fraccién 1 (F1) con 5ml de Hexano: Diclorometano 6:4 y la fracciéon

2 (F2) con 2ml de Diclorometano; para un volumen total de elucién de 7ml.

Se usé como control la cromatografia en capa delgada (CCD), las fracciones
obtenidas de la separacion en fase sdlida se sembraron en placas de vidrio con
Silica gel 60de 7.0 x 2.5 cm, se emple6é como fase movil Hexano: Eter etilico:
Acido Acético (8: 2: 0.1) utilizado previamente por otros autores para el estudio de
esteroles, y se empled como patron, colesterol (P). (122). Se utilizaron como
reveladores Vapores de Yodo y Acido fosfomolibdico al 10% en etanol absoluto
(127).

6.9.3. Preparacion del derivado de la fraccion de fitoesteroles.

La fraccion de fitoesteroles separada se derivatiz6 adicionando 125 pL del reactivo
(N,O-bis-trimetilsilil-trifluoroacetamida-trimetilclorosilano), disponible bajo la
denominacion (Silyl-991(BSTFA-TMCS)) 99:1 y 125 pL de piridina. La
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mezcla se agitdé en vortex por 10 segundos y fue incubada en bafio a 70 °C por 20

minutos, se dejo enfriar para su posterior analisis cromatografico.

6.9.4. Analisis cromatografico del derivado obtenido de la fraccion de
fitoesteroles.

El andlisis del derivado obtenido de la fraccion de fitoesteroles, se realizé en un
cromatografo de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) marca
Shimadzu QP2010, las condiciones de analisis se basan en estudios anteriores y

estan descritas en la tabla 8.

Tabla 8. Condiciones de analisis de fitoesteroles del aceite de las semillas de
Vitis labrusca L. (uva lIsabella) por cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (CG-EM).

CONDICIONES FITOESTEROLES
COLUMNA Rtx-5sil MS Crossbond

30m g =0.25mm

espesor de particula=

0.25um
DETECTOR MASAS
TEMPERATURA DE 310°C

INYECTOR
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150°C/2min

8°C/min

320°C/6min

Helio

0,7 mL/min

Splitless

ESCAN

1.0 pL

70eV
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6.9 DETERMINACION DE VITAMINA E POR CLAE

El estudio de vitamina E del aceite fresco de las semillas de Vitis labrusca L. (uva
Isabella) (tocotrienoles como &, B/y, a—tocotrienol y tocoferoles como &, Bly,
a-tocoferol), se llevd a cabo en el centro de investigacion de CENIPALMA; el
andlisis se realiz6 por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE), empleando
un detector de fluorescencia (FL) y una columna Merck, Chromolith RP-18e (4mm
IDx100mm largo);se utilizé una fase moévil metanol-agua (80:20) y un flujo de 2.5
mL/min. La determinacion se baso en la metodologia descrita por Pascal et al,
2004 con modificaciones hechas en el Laboratorio de Caracterizacion de Aceites.
Para la cuantificacién de tocoferoles y tocotrienoles se empleé el método de
estandar externo, utilizando patrones certificados de CALBIOCHEM (Tocotrienol
Set Cat. No. 613432), CALBIOCHEM (Tocopherol Set Cat. No. 613424).

6.10 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL
ACEITE DE LAS SEMILLAS DE Vitis Labrusca L. (uva Isabella)

Al aceite obtenido de las semillas de Vitis Labrusca L. (uva Isabella) se le
determind su potencial antioxidante empleando el método espectrofotométrico del
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) (110,128).

6.11.1 Preparacion de la solucion de DPPH
La solucion de DPPH se preparo el dia del ensayo, La solucion se preparo a 2000

ppm en un matraz aforado, empleando metanol como solvente. Posteriormente la

solucion se transfirié a un frasco &mbar protegido de la luz.
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6.11.2 Preparacion de la solucién de a-tocoferol (control positivo)

Para realizar el ensayo de actividad antioxidante se utiliz6 como control positivo a-
tocoferol (Vitamina E). Se prepar6 una solucion a una concentraciéon de 2000 ppm,
utilizando como solvente: etanol grado analitico. A partir de esta solucion se
prepararon patrones a diferentes concentraciones: 1500, 1000, 750, 500, 250 y
100 ppm y se determiné su actividad antioxidante segun el método descrito en la

figura 18.

6.11.3 Preparacion de la muestra

Se pesaron 2 mg de aceite obtenido de las semillas de Vitis Labrusca L.y se
disolvieron en 1 mL del solvente obteniéndose una solucion de concentracion
2000 ppm; se prepararon patrones a diferentes concentraciones: 1500, 1000, 750,
500, 250 y 100 ppm y se determind su actividad antioxidante. En la figura 18, se

muestra el procedimiento seguido para determinar la actividad antioxidante.

Para medir la absorbancia de referencia, se tom6é 1 ml de la solucion de DPPH,

antes de afadir la muestra y estandar, y se midié su absorbancia a 517 nm.

El procedimiento que se describe a continuacion en la figura 25, se le realiz6 tanto
a la muestra (aceite obtenido) como al control positivo (a-tocoferol).
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Preparar una solucién de DPPH 2000 mg/L en MeOH(el Tomar aproximadamente 2 mg pesados en la balanza analitica

dia del ensayo puesto que se degrada facilmente y y disolver en 1 mL del solvente correspondiente obteniendo
mantener en oscuridad) una solucién de 2000 ppm. Con la solucién anterior, realizar

diluciones sucesivas de 1500, 1000, 750, 500, 250 y 100 ppm.
Para: Muestra, Control (+) (a-tocoferol)

Transferir 3 mL de solucién
DPPH

Mezclar

A\ 72
v

Dejar reaccionar por 30 minutos

en oscuridad

2

Leer absorbancia a A=517 nm.

Calcular porcentaje de Actividad
Antioxidante (%IC50)

Medir el blanco fotométrico
compuesto MeOH

\4
%IC50= [(A Referencia ~ A Muestra) /A Muestra]*loo

Figura 25. Método espectrofotométrico del DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo)

para la evaluacion de la actividad antioxidante (110,128)

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. La capacidad captadora de
radicales libres (capacidad de decoloracién) se determindé empleando el parametro
del ICs5(129,130), cuya férmula es:

(Aref —A M)

0 - J = 7
%I Cs, drer ¥ 100

Donde, A ref, es la absorbancia de referencia (solucion de DPPH) y AM es la

absorbancia de la muestra.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 CONTENIDO DE HUMEDAD DE LAS SEMILLAS DE Vitis Labrusca L.
(uva Isabella).

El secado de las semillas de Vitis Labrusca L. (uva Isabella) se realizé en un horno
a una temperatura de 40°C durante 48 horas. Las semillas de Vitis Labrusca L.
(uva lIsabella) presentaron un contenido de humedad del 13,71%, determinado
segun la norma NTC 287 (131). Otros estudios han reportado un contenido de
humedad del 7% en las semillas (20). Cabe resaltar que, las semillas de Vitis
labrusca L. (uva Isabella) fueron obtenidas como desecho del despulpado de la
uva, por lo tanto, tenian gran cantidad de residuos como cascaras y pulpa del
fruto, y es probable que estas impurezas incidieran en el aumento del contenido
de humedad.

La humedad 6ptima de las semillas varia ampliamente segun las distintas clases
de éstas y el método de extraccion que se emplee. Los procesos de degradacion
de las semillas suministran productos nutritivos para el crecimeinto de la
microflora, a la vez que estimulan la actividad enziméatica; por ello la alteracion es

un proceso autocatalitico que se ve favorecido por la humedad (132).

7.2 EXTRACCION DEL ACEITE.

Para la extraccion del aceite se emplearon las semillas molidas de Vitis labrusca L.
(uva Isabella). El aceite presentd un color amarillo intenso (figura 26) y olor dulce.
El porcentaje de rendimiento aproximado de aceite extraido de las semillas por
extraccién Soxhlet empleando hexano, fue de 9.62%. Los resultados presentaron
una desviacion estandar inferior a 1, indicando que los resultados son
reproducibles y confiables. En la Tabla 9 se presentan los rendimientos de
extraccion del aceite de las semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella) cuyo
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porcentaje de rendimiento obtenido se encuentra por debajo del reportado para el
aceite de pepita de uva (Vitis vinifera)el cual tiene un porcentaje de rendimiento
que oscila entre 12.35% y 16.00% (14).

Tabla 9. Contenido de aceite de las semillas de Vitis labrusca L. (uva

Isabella).
Ensayo Porcentaje de rendimiento
1 9,5201
2 9,7823
3 9,5545
Rango superior 9,7823
Rango inferior 9,5201
promedio 9,6190
Desviacion estandar 0,1163

Figura 26. Aceite de semillas de Vitis Labrusca L. (uva Isabella).

El rendimiento de la extraccion varia por la influencia de algunos factores, entre
ellos, el contenido de aceite en las semillas y el método de extraccion empleado.
El contenido de aceite en la semilla depende de la variedad, y las condiciones

agroclimatoldgicas del lugar donde se cultiva (14).
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La humedad de las semillas es un factor que afecta, desde luego, la afinidad entre
el aceite y la semilla. Si las semillas estdn muy secas, el aceite no se puede

extraer eficazmente (132).

La dificultad que puede presentarse en la extraccion, es que el aceite de las
semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella) se encuentra fuertemente aprisionado
en las células que lo contienen, ademas de que las semillas poseen una
constitucion leflosa. Por esta razon, el material debe ser previamente molido o
macerado para permitir una mayor area de contacto entre el sélido y el solvente.
Las semillas trituradas o sus particulas convertidas en trozos muy finos, facilitan la
extraccion con disolvente, tanto por el efecto de rompimiento ejercido por la
trituracion, como por la disminucién de las distancias que deben recorrer el aceite

y el disolvente, dentro y fuera de la semilla (132).

Se distinguen varios sistemas de extraccion del aceite de semillas oleaginosas,

entre ellos se pueden mencionar:
- Extraccién mecénica

Para obtener un buen rendimiento en esta extraccion es necesario aplicar grandes
presiones, para ello se usan las prensas de tornillos llamados expellers. La
desventaja es que con estas presiones se desarrolla mucho color y aumento de
temperatura, lo que da lugar a la desnaturalizacion de proteinas, alteracion de

algunos componentes y oscurecimiento del aceite (133).

-Extraccion con fluidos supercriticos.

El disolvente en estado supercritico mas empleado es el CO,, que en estas
condiciones presenta baja viscosidad , baja tension superficial, alto coeficiente de
difusién , que conlleva a un alto contacto con la superficie del material y puede
penetrar a pequefios poros y rendijas del mismo lo que asegura una buena

eficiencia en la extraccion en un corto tiempo. Este proceso extractivo conjuga las
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ventajas de la destilacion y de la extraccion con liquidos, superando a cada una de
ellas, ya que permite lograr una determinada selectividad controlada en el proceso
extractivo; el extracto queda virtualmente libre de solvente residual y se pueden
usar disolventes en estado supercritico no téxicos ni peligrosos en industrias

farmacéuticas y alimentarias sin contaminar el producto (133).

- Extraccion con disolventes (Método Soxhlet)

El método soxhlet consiste en una extraccion solido-liquido. Su ventaja es que la
muestra se pone en contacto repetidamente con las fracciones de disolvente lo
gue ayuda a desplazar el equilibrio de la transferencia, ademéas es un método
sencillo que permite extraer mayor cantidad de muestra que la mayoria de

métodos modernos.

Algunos inconvenientes de la extraccion Soxhlet en comparacion con otras
técnicas se encuentran en el tiempo requerido para la extraccion y el uso de gran
cantidad de solvente, las muestras se extraen en el punto de ebullicion del
solvente durante un largo periodo de tiempo aumentando la posibilidad de
descomposicion térmica de los analitos termolabiles. El dispositivo Soxhlet es
incapaz de proporcionar la agitacion, lo que aceleraria el proceso. Debido a la
gran cantidad de disolvente utilizado, es necesaria la evaporacion o concentracion

después de la extraccion (133,134).

7.3 CARACTERIZACION FISICA DEL ACEITE DE LAS SEMILLA DE Vitis
labrusca L. (uva Isabella).

Los parametros fisicos evaluados fueron comparados con normativas
internacionales para aceite de semilla de diferentes variedades, especialmente
Vitis vinifera L. y con los rangos establecidos por la norma ICONTEC para aceite

de pepita de uva.
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7.3.1 Densidad.

Como se presenta en la tabla 10 el aceite de las semillas de Vitis labrusca L.
presento una densidad de 0,9246g/mL, con una desviacién estandar de 0,00004
que indica que el método es reproducible y confiable. No hay reporte sobre este
paradmetro para la variedad Vitis labrusca L. (uva Isabella), pero el valor hallado es
similar al establecido por la norma ICONTEC 265 para aceite de pepita de uva
(0,923-0,926 g/cm®) (135), y se asemeja con la densidad reportada por normas
internacionales de México (0,920-0,926 g/cm®)(136), y argentina (0,906-0,20
g/cm®)(137), y se encuentra dentro del rango reportado por estudios realizados al
aceite de las semillas de diferentes variedades de Vitis vinifera L. (0,910-0,930
g/cm®)(13)(9).

7.3.2 indice de refraccion.

En la tabla 10 se presenta el indice de refraccion determinado a 23°C para el
aceite de las semillas de uva Vitis labrusca L. (uva Isabella), en la que el valor
promedio obtenido fue de 1,4753 con una desviacion estandar de 0,0003, lo que
indica que los resultados son confiables y reproducibles. El valor hallado se
encuentra dentro del rango establecido por la norma ICONTEC 265 para aceite
de pepita de uva (1,473-1,477), (135), y se encontr6 similar al rango reportado por
varios estudios realizados al aceite de las semillas de Vitis vinifera L. (1,4690
1,460-1,466) (26,14), y dentro del rango de normas internacionales como la
salvadorefia, (1,473-1474) (138).
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Tabla 10. Datos experimentales de densidad e indice de refraccién para el
aceite de las semillas Vitis Labrusca L. (uva Isabella).

Parametro

Ensayo Ensayo Ensayo Rango Rango | Promedio | Desviacion
Fisico Inferior Estandar
1 2 3 Superior
Densidad | (.9246 | 0.9245 | 0.9246 0.9246 | 0.9245 0.9246 0.00004
(glcm?®
indice de
Refraccion
a 23°C 1.4749 1.4753 1.4756 1.4756 1.4749 1.4753 0.0003

7.4 CARACTERIZACION QUIMICA DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS Vitis
LabruscaL. (uva Isabella).

En la tabla 11 se presenta los resultados obtenidos de los diferentes analisis

quimicos realizados al aceite de semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella).

90




Tabla 11. Caracterizacion quimica del aceite fresco de de las
LabruscalL. (uva Isabella).

semillas Vitis

indice de acidez indice de indice de indice de yodo
Ensayo peroxidos saponificacién
(% acido oléico)
(mg KOH/qg)
(meq de O,/kg)
1 2.1768 0 174.9592 136.1170
2 2.2061 0 175.1609 136.6865
3 2.1781 0 175.2282 137.2524
Rango superior 2.2061 0 175.2282 137.2524
Rango Inferior 2.1768 0 174.9592 136.1170
Promedio 2.1870 0 175.1161 136.6853
Desviacion 0.0135 0 0.1143 0.4635
Estandar

7.4.1 indice de acidez.

Como se observa en la tabla 11, el indice de acidez obtenido para el aceite fresco

de semillas de uva lIsabella fue 2.1870 expresado en % de &cido oleico, que

corresponde a 4.3508 expresado como mg KOH/g de muestra; con una desviacion

estdndar de 0.0135 lo que indica que el método es confiable y los datos

reproducibles. No hay reporte sobre este parametro para la variedad Vitis labrusca

L. (uva Isabella), pero el valor hallado esta muy por encima del nivel exigido por la

norma ICONTEC 265 para aceite de semilla de Vitis vinifera, y por parametros

internacionales cuyos valores son respectivamente son 0,1 % de &cido oleico

(135) y 4.0 mg KOH/g de muestra. El valor del indice de acidez obtenido para el

aceite de las semillas de Vitis Labrusca L. (uva Isabella), es alto, lo que indica que
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el aceite es facilmente oxidable, rico en polifenoles y antocianinas. El proceso de
extraccion por solvente favorece la descomposicion de las cadenas de triglicéridos
debido al calor, lo cual da origen a una mayor cantidad de acidos grasos libres los
cuales son los responsables de la oxidacion de lipidos en el aceite y por lo tanto

contribuyen a la rancidez del mismo (3) (4).

En cuanto al estado de maduracion de la uva, el dafio de las semillas, que
conduce a la dismunicion de las buenas propiedades de almacenamiento, ocurre
cuando las semillas, ya maduras, permanecen sin recolectarse, en la planta,
durante un tiempo prolongado, sobre todo en el periodo de las lluvias. Debido a
esto es notable la disminucion de la calidad de las semillas y la produccién de

semillas con aceite de acidez relativamente alta (132).

La humedad atmosférica durante el periodo de maduracion y secado de las
semillas es el factor mas importante para determinar las subsiguientes
propiedades del aceite. Las semillas que maduran bajo poca humedad ambiente
tienden a ser mas estables, aunque se expongan mas tarde a la lluvia; mientras
que las semillas maduradas con mucha humedad tienden a alterarse, aun cuando
se sequen posteriormente , hasta un grado de humedad inferior. La inestabilidad
de las semillas maduradas en atmésfera muy humeda se atribuye a la retencién
de la actividad enzimatica, durante un periodo en que las enzimas, normalmente,
se encuentran en un estado latente, esto puede dejar las enzimas en condiciones

favorables, para reasumir su actividad mas tarde (132).

7.4.2 indice de peréxidos.

El valor del indice de peréxidos para el aceite de semillas de uva Isabella fue
Omeq de Oy/kg (Tabla 11). No hay reporte sobre este parametro para la variedad
Vitis labrusca L. (uva Isabella), pero los resultados mostraron valores inferiores al
rango permitido por la norma ICONTEC 265 para aceite de semilla de Vitisvinifera,
cuya norma establece un indice de peréxidos de 1 meq de O,/kg para aceite
refinado y 5 meq de O,/kg para aceite virgen (135). El valor obtenido muestra que
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en el aceite fresco de semillas de Vitis labrusca L.(uva Isabella) no se encontraban
peroxidos, lo que indica que durante la extraccion el aceite no sufrié degradacion
oxidativa. El bajo indice de peroxidos obtenido muestra una alta resistencia de
este aceite a la oxidacion, la reactividad esta referida a la presencia de acidos
grasos insaturados asi como también de sustancias antioxidantes como la
vitamina E que ayudan a retardar la degradacion del aceite. Debido a que este
aceite presenta un alto grado de insaturaciones dispone de muchos sitios activos
para la oxidacion, razén por la cual es importante realizar otro tipo de analisis
quimico como, la prueba de anisidina que permite establecer estados avanzados
de oxidacién; y que permite determinar con exactitud la estabilidad oxidativa del
aceite (139).

7.4.3 indice de saponificacidn.

En La tabla 11, se presenta el valor calculado del indice de saponificacion para el
aceite de semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella) (175.1161 mg KOH/g). La
desviacion estandar calculada fue inferior a uno, indicando que los datos y el
método son confiables y repetibles. Este pardmetro representa la medida de los
acidos grasos libres y combinados que existen en la grasa y es directamente
proporcional a su masa molecular media (140). De acuerdo a esto, el valor
obtenido del indice de saponificacion para el aceite de uva Isabella, indica que el
aceite presenta acidos grasos de bajo peso molecular o contiene una proporcién
muy pequefia de acidos grasos de cadena corta, lo que se confirma mas adelante
con el andlisis composicional de acidos grasos por CG-EM (56). El indice de
saponificacion obtenido para el aceite de semillas de uva Isabella esta por debajo
de los rangos reportados por los indices de saponificacion de los aceites de
semilla de Vitis vinifera, 212 mg KOH/g (26) y los reportados por el ICONTEC
para aceitede pepita de uva, 186-194 mg KOH/g (135).
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7.4.4 indice de yodo.

El indice de yodo obtenido para el aceite de semillas de Vitis labrusca L. (uva
Isabella) fue 136.6853, segun el analisis estadistico de los datos, el resultado es
confiable y reproducible (tabla 11), Segun la clasificacion de los aceites con base
en el indice de yodo del aceite de las semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella),
se clasifica como secante (indice de yodo mayor a 120), clasificacion en la que
también se encuentra, el aceite de semillas de Vitis vinifera 124-143 (14).

De este valor se puede analizar que es un aceite con un alto grado de
insaturaciones, El indice de yodo determina de forma indirecta el grado de
insaturaciones indicando que el aceite de las semillas de Vitis labrusca L. (uva
Isabella) presentan alto contenido de acidos grasos poliinsaturados. Esto se
corroboré con los resultados del analisis de acidos grasos por CG-EM que se
muestran mas adelante. El indice de yodo del aceite de semilla de Vitis labrusca L.
(uva Isabella) se encuentra dentro del rango establecido por normas
internacionales, cuyos valores reportados para el aceite de semillas de Vitis
vinifera L .son 136-143; 129-136; 124-138, reportados por otros estudios en

Francia, Italia y Espafia respectivamente (14).

7.5 ANALISIS DE ACIDOS GRASOS DEL ACEITE DE LAS SEMILLA DE
Vitis labrusca L. (uva Isabella) POR CG-EM.

Para la separacion y cuantificacion de los acidos grasos que componen el aceite
de la semilla de uva Isabella, se emple6 un estandar de 28 metil esteres (marca
RESTEK, con codigo de catalogo 35078 de concentracion de 30 mg/mL) (anexo
4). El modo de adquisicion de datos fue SIM (monitoreo selectivo de iones),
empleando las condiciones de analisis descritas por otros autores (125). El
cromatograma obtenido se presenta en la figura 28, se observan varios picos que
segun sus espectros de masas (anexo 5), se hizo la identificacion de los acidos

grasos descritos en la tabla 12, mediante la comparacion de los tiempos de
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retencion del estdndar empleado, y se llevo a cabo el andlisis de los fragmentos
de los &cidos grasos mayoritarios (tabla 13).

Con las condiciones cromatograficas empleadas, se logro la separacion de 21 de
los 28 componentes del estandar, y de estos compuestos se identificaron 7 en el
aceite de Vitis labrusca L. (uva Isabella), los acidos grasos mayoritarios que
componen el aceite de uva Isabella son el acido linoleico conjugado (53,843%), el
oleico (E) (24,671 %), y palmitico (13,922%), seguido de los acidos estearico
(6,790%), palmitoleico (0,550%), margarico (0,123%) y linoléico (0,100%). La
composicién del aceite de las semillas vitis labrusca L. (uva Isabella) indica que
mas del 70%esta constituido por &cidos grasos insaturados siendo el mayoritario

el linoleico conjugado.

En todos los espectros de masas identificados, se puede apreciar que, para: el
éster metilico del acido linéleico conjugado identificado presenta un ion molecular
m/z de 294 (ver anexo) y sus iones principales son m/z 81, 95 y 67 los cuales son
fragmentos caracteristicos de este compuesto; el m/z 81 indica la presencia de los
dobles enlaces del compuesto. Los esteres metilicos para el acido palmitico ion
molecular (m/z 270) y estearico ion molecular (m/z 298); presentan pérdidas
iguales de los fragmentos que se encuentran en mayor abundancia (m/z 74 y 87),
diferenciandose en el ion molecular que representa la masa de cada uno de los

compuestos.
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Tabla 12. Composicion de acidos grasos del aceite de las semillas de Vitis

labrusca L. (Uva Isabella)

Pico Acido graso N°de carbonos Tiempo de % de area
retencion
1 Acido linoleico conjugado 18:2 20,794 53,843
2 Acido linoleico 18:2 19,499 0,1004
3 Acido oleico E 18:1 20,877 24,671
4 Acido palmitico 16:0 18,435 13,922
5 Acido esteérico 18:0 21,148 6,790
6 Acido palmitoleico 16:1 18,142 0,550
7 Acido Margarico 17:0 19,811 0,123
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Figura 28. Perfil Cromatogréafico de los metilesteres de Acidos Grasos
presentes en el aceite de las semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella).
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El pico base de m/z = 74 en los &cidos saturados y presente en los insaturados
segun los principales fragmentos de la tabla 13, es el obtenido por el
“reordenamiento de McLafferty", figura 29, que resulta de un estado de transicion
de6 miembros por la transferencia de un hidrogeno y al grupo carboxilo. Y el
segundo pico en importancia de m/z = 87 por una escision o ruptura en la posicién
B de la cadena acilica, figura 30, (141, 142).

H29C14“
CHZ-*- :
/ miz 224

HO
Ha9C14 /U\
+ HC

CH,

- OH
—_—
LT
H,C”~ ~O—CH,

0——CHj

m/z 74

Figura 29. Reordenamiento de McLafferty resultando el ion m/z = 74.

+

+
H3C\\\/|C|)\ H2C\|\/|C|)\
_— =
O——CHy O——CHy

Figura 30. Obtencion del fragmento m/z = 87 por escision
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Tabla 13. Porcentaje de abundancia y principales fragmentos de los acidos
grasos encontrados en el aceite de las semillas de Vitis labrusca L. (uva

Isabella).
81 100%
67 96%
Acido linoleico
conjugado
95 70%
67 100%
55 99%
81 96%
Acido linoleico
95 57%
55 100%
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74 90% Acido oleico (E)
69 79%
74 100% Acido Palmitico
87 65%
74 100%

Acido Estearico
87 66%

100




+
CH
[ch/\/ J 55 100%

+
|[H3C/\/\ CHJ 69 77%

Acido Palmitoleico

74 64%
0
HZC)\OCH3

OH ki
HZC%[\OCH3 74 100%

\/U\ 87 66% Acido margérico
X OCH;,

Los espectros de masas de acidos grasos insaturados son muy diferentes de sus
analogos saturados, y también varian un poco segun el grado de insaturacion,
esto se cree que es debido a la migracion del doble enlace cuando se produce el
ion molecular. La Unica excepcién es para el isébmero trans, que tiene un pico
correspondiente a un m/z = 111, diferencia entre el acido oléico y el elaidico que

presentan el mismo patrén de fragmentacion. Asi mismo se ha afirmado que
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existen iones especificos en el espectro de polienos, que son de gran ayuda para
la identificacibn de &cidos poli insaturados, como para (n-3) un fragmento
caracteristico de m/z=108 con un 27-66% de abundancia en el acido linoléico, y
para (n-6) un ion importante es m/z=150 9-30% de abundancia para el linoléico,
(142, 143).

En comparacion con datos reportados del contenido de acidos grasos para
algunos aceites de uso cosmético se encontré que el aceite de semilla de Vitis
labrusca L. (uva Isabella) presenta similitud con estudios realizados
internacionales para el aceite de Vitis labrusca L. (uva Isabella) C14:0 0,21%,
C16:0 9,42%, C16:1n-9 0,32%, C17:0 0,0836%, C18:0 3,24%, C18:1n-9 16,91%,
C18:1n-7 1,20%, C18:2n-6 58,91%. (12).Y también similares a los reportados por
los acidos grasos reportados por estudios realizados al aceite de diferentes
variedades de Vitis vinifera L. Otros estudios han informado de valores tanto altos
como bajos que se reportan en diferentes paises: Tres variedades de aceites
egipcios tenian valores altos de C16:0 (9.6 a 11.9%)y C18:1 (19,4 a 24,6%)y
bajos de C18:2 (61,3-61,6%), Catorce variedades procedentes de
Rumania tenia valores generalmente bajos de C16:0 (5,9 a 0,3%) C18:0 (2.7-
4.1%), C18:1 (10,7 a 16,0%) y valores altos de C18: 2 (71,1 a 76,1%) (4).Algunos
autores han demostrado que los valores varian dependiendo del origen de la

semilla y el método de extraccion del aceite (26,18).
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7.6 ESTUDIO DE LOS PRINCIPALES COMPONENTES DE LA MATERIA
INSAPONIFICABLE DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS DE Vitis labrusca
L. (uva Isabella) POR CG-EM.

7.6.1 Descripcion de la materia insaponificable.

La materia insaponificable presenté una coloracion amarilla y aspecto sélido a
temperatura ambiente (figura 31), ademas su olor se puede relacionar al del aceite
obtenido de las semillas de la vitis labrusca L. (uva Isabella).

Figura 31. Materia Insaponificable

7.6.2 Cuantificacién de la materia insaponificable.

En la tabla 14 se observan los resultados obtenidos para la cuantificacion de la
materia insaponificable, se aprecia que su contenido en el aceite de las semillas
de Vitis labrusca L. (uva Isabella) es de 1,82%; de acuerdo a la desviacién
estdndar obtenida se puede decir que los resultados son confiables vy
reproducibles. El porcentaje de materia insaponificable obtenido es inferior al
reportado por otros autores para aceite de semilla de Vitis vinifera L., el cual es de
3,1% (26). El contenido de materia insaponificable la medida de la proporcién de
material organico disuelto por los glicéridos y é&cidos grasos que en general
conforman el 95% de casi todos los aceites. Los materiales organicos pueden ser
impurezas como aceite mineral, o de origen natural como esteroles, tocoferoles,

carotenoides o pigmentos (26).
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Tabla 14. Cuantificacién de la materia insaponificable.

Masa materia % materia
Ensayo Masa de aceite (g) insaponificable (g) insaponificable
1 5.0198 0.0949 1.8305
2 5.0245 0.0921 1.8330
3 5.0179 0.0907 1.8075
Rango superior 0.0949 1.8330
Rango inferior 0.0907 1.8075
Promedio 0.0926 1,8237
Desviacion estandar 0.0021 0,0115

7.6.3 Analisis cualitativo de la fraccién de fitoesteroles obtenida por

separacion en fase sélida.

Para establecer las mejores condiciones de separaciéon de la fraccién de
fitoesteroles en fase sélida, se evaluaron dos sistemas de elucién, posteriormente
se us6 como control cromatografia en capa delgada (CCD) con el fin de saber si

la separacién de los fitoesteroles se lograba o no.

7.6.3.1. Sistema 1. (Hexano: Acetato de Etilo 9:1)

Se eluyeron, la fraccion 1 (F1) con 1.5mL de Hexano: Acetato de Etilo 9:1 y la
fraccion 2 (F2) con 2mL de Acetato de Etilo; para un volumen total de elucion de
3.5mL.

Las fracciones 1 (F1) y 2 (F2) obtenidas de la separacién en fase sélida se
corrieron en una cromatoplaca donde se observaron tres manchas definidas
(anexo 6). Se observdé una mancha de Rf 0.145, correspondiente al patron de
colesterol (fraccion P), y en la fraccion 2 (F2) se aprecian dos manchas, una de Rf

0.163 y la otra de Rf 0.272, lo que indica que en esta fraccién se eluyeron los
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esteroles; en la fraccion 1(F1) se dio una limpieza de la muestra, por lo tanto en
esta fraccion no se observo la presencia de esteroles.

7.6.3.2. Sistema 2. (Hexano: Diclorometano 6:4)

Se eluyeron, la fraccion 1 (F1) con 5mL de Hexano: Diclorometano 6:4 y la
fraccion 2 (F2) con 2mL de Diclorometano; para un volumen total de elucion de
7mL. Este sistema se empled con el fin de mejorar la separacion obtenida con el
sistema 1.Las fracciones 1 (F1) y 2 (F2) obtenidas de la separacién en fase soélida
se corrieron en una cromatoplaca donde se observaron tres manchas definidas
(Anexo 7). Se observdé una mancha de Rf 0.145, correspondiente al patron de
colesterol (fraccién P); en la fraccion 1(F1) se dio una limpieza de la muestra, por
lo tanto en esta fraccion no se observo la presencia de esteroles; en la fraccién 2
(F2) se aprecian dos manchas, una de Rf 0.164 y la otra de Rf 0.270, lo que indica

gue en esta fraccion se eluyeron los esteroles.

Teniendo en cuenta el control realizado por cromatografia en capa delgada (CCD)
para la separacion en fase sélida, se observé que en la fraccion 2 (F2) se eluyeron
los esteroles. El sistema 2 no mejoré la separacion del sistema 1, en ambos
sistemas los resultados fueron similares, sin embargo la mejor separacion se dio
con el sistema 1 (Hexano: Acetato de Etilo 9:1). La fraccion de fitoesteroles

obtenida (F2) se derivatiz6 para su posterior analisis cromatogréfico.

7.6.4 Analisis del derivado obtenido de la fraccion de fitoesteroles por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM).

De acuerdo con el analisis cromatografico se observaron 14 compuestos de los
cuales 4 se estimaron como fitoesteroles (tabla 15). Sin embargo, el

cromatograma (Figura 32) no presentd una separacion adecuada de todos los
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componentes y se encontrd, que muchos de ellos presentaron areas por debajo de
1.5%, lo que no permitid su plena identificacion. En el caso de los compuestos
mayoritarios, la identificacion preliminar de las estructuras se realiz0 inicialmente
por comparacion de sus espectros de masa con los reportados por la biblioteca del
equipo, WILEY ACCESS PAC 7 ED y estas se confirmaron con el analisis de los
principales fragmentos de sus espectros.

Sin embargo es de anotar que no fue posible obtener espectros con porcentajes
mayores al 90% de similitud.

TIC

140.000.000

G |

Figura 32.Cromatograma del analisis composicional por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas de la fraccion de fitoesteroles presentes en
el aceite de las semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella).
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Tabla 15. Andlisis composicional por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas de la fraccion de fitoesteroles presentes en el aceite de
las semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella).

PICO NOMBRE COMPUESTO TIEMPO I?E AREA % AREA
RETENCION
(min)
1 Beta-sitosterol 23.060 84259545 72,870%
2 Estigmasterol 22.592 11749445 10,161%
3 Campesterol 22.408 11206654 9,691%
4 Campestanol 23.157 8413415 7,276%

La identificacion preliminar se hizo por comparaciébn con los compuestos
propuestos por la base de datos del equipo, WILEY ACCESS PAC 7 ED, teniendo
en cuenta su porcentaje de similitud el cual fue del 79%. De los fitoesteroles
identificados en la materia insaponificable, se encontré6 que el mayoritario es el
Beta-sitosterol(tr23.060) con un &rea total del 72,87%.

Segun su espectro de masas (figura 33) y (anexo 8), el ibn molecular corresponde
a M+ 486 consistente con la formula molecular C3,HssOSi; el pico base fue el m/z
129 (100%).

Se presento el fragmento caracteristico de esteroles nm/z 255(30%) atribuido a la
perdida de CyoH21, m/z 145 (25%) por la pérdida de 341uma. Adicionalmente, se
presentaron otros fragmentos importantes m/z 396 (95%) por perdida desilanol M-
[Si(CH3)3-OH], m/z 95 (68%), m/z 57 (53%) y m/z 43 (58%) (131, 20, 132), las

estructuras de estos fragmentos se muestran en la tabla 17 y se explican en la

figura 33.
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Otros autores han reportado una composicion porcentual del 66.58% para B-
sitosterol, por lo cual es el fitoesterol predominante en el aceite de las semillas de
Vitis vinifera L. (21, 134).

Figura 33. Espectro de masas del Beta-sitosterol
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BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1

100 v 337

396

g 43 107

14 159 275

i 2 303 329
287 s 368‘ o
il o315 ] 341l C" L ) 415 429 444
LI 07 L 51 e L 7 | FELIG ikt N I 1 A A U %1 L L L SR

1 229 247
30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450

nm/z

La identificacion preliminar se hizo por comparacién con la base de datos del
equipo, WILEY ACCESS PAC 7 ED, teniendo en cuenta su porcentaje de similitud
el cual fue del 88%. El compuesto con tiempo de retencion 22.592 min y un area
total del 10,16% corresponde al estigmasterol. En su espectro de masas (figura
34) y (anexo 8), se observdé como idbn molecular el correspondiente a M+ 484
consistente con la formula molecular C;,Hss0Si; el pico base fue el m/z 83 (100%).
Como se aprecia en la tabla 16, se presentd el fragmento caracteristico de
esteroles m/z 255 (29%) atribuido a la perdida de CioHi9, m/z 394 (28%) por
perdida de silanolM-[Si (CH3)3-OH], m/z 55 (43%), m/z 69 (37%) (144, 145,147).

Estudios anteriores reportan una composicion porcentual del 10,6% para el
estigmasterol, razén por la cual es reportado como segundo fitoesterol en orden

de importancia presente en el aceite de las semillas de Vitis vinifera L, (18, 148).
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Figura 34. Espectro de masas del Estigmasterol
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El compuesto con tiempo de retencion 22.408 min, segun la comparacion con la
base de datos del equipo, WILEY ACCESS PAC 7 ED teniendo en cuenta su
porcentaje de similitud el cual fue de 77%, corresponde al Campesterol, con un
area total de 9,69%. Como se muestra en (figura 35) y (anexo 8), el ibn molecular
corresponde a M+ 472 consistente con la formula molecular C;;HsOSi; el pico
base fue el m/z 129 (100%).

El espectro presentd el fragmento caracteristico de esteroles m/z 255(25%)
atribuido a la perdida de CgH;9, m/z 382 (80%) por perdida de siIanoIM-[Si(CH3)3-
OH], m/z 95 (70%), m/z 57 (45%), m/z 43 (67%), m/z 107 (60%) y (144, 145, 146)

las estructuras de estos fragmentos se muestran en la tabla 16.

Otros autores han reportado una composicion porcentual del 9,3% para el
campesterol, indicando que se encuentra en menor proporcion en el aceite de las
semillas de Vitis vinifera L (18, 148).
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Figura 35. Espectro de masas del Campesterol
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En menor proporcidn, se encontré el compuesto con tiempo de retencion 23.157
min, con un area total del 7,28%,segun la comparacion con la base de datos del
equipo, WILEY ACCESS PAC 7 ED teniendo en cuenta su porcentaje de similitud
el cual fue de 77%, corresponde al Campestanol. Segun su espectro de masas
(figura 36) y (anexo 8), este compuesto presentdé un ion molecular M+ 474
consistente con la formula molecular C;;HssOSi y como pico base m/z 75 (100%).
Se presento el fragmento caracteristico de los estanoles m/z 215 (65%) atribuido a
la perdida deCgH;9M-[ROH-Sc-42], m/z 384 (45%)por perdida de silanolM-
[Si(CH3)3-OH], m/z 55 (43%), m/z 95 (45%) y m/z 107 (50%) (145, 146, 149) las

estructuras de estos fragmentos se observan en la tabla 16.

Estudios anteriores han reportado una composicion porcentual del 0.45% para el
campestanol, indicando que se encuentra en menor proporcion en el aceite de las
semillas de Vitis vinifera L (18, 148).
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Figura 36. Espectro de masas del Campestanol
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La extraccion con solventes es muy efectiva ya que permite recuperar hasta un
90% del total de los fitoesteroles. Los solventes no polares tales como el hexano
extraen cuantitativamente fitoesteroles libres. En general, las mezclas de
fitoesteroles contienen un 40-58% de sitosterol, 20-30% de campesterol y 14-22%

de estigmasterol (150).

Los esteroles encontrados dentro de la materia insaponificable como el sitosterol y
campesterol tienen importancia a nivel medicinal, puesto que estudios clinicos han
mostrado que estos esteroles ofrecen proteccion contra las enfermedades
cardiovasculares y reducen significativamente la concentracion del colesterol de
baja densidad (LDL), el cual es responsable particularmente de las enfermedades

coronarias (150).

El estigmasterol se utiliza como un precursor en la fabricacion sintética de la
progesterona, una valiosa hormona humana que desempefia una importante
funcidn fisiologica en el tejido y la reconstruccion de los mecanismos relacionados
con los estrogenos, actuando asi como un intermediario en la biosintesis de

androgenos, estrogenos, y corticoides (151).

111



Por su parte los estanoles, se encuentran con menor frecuencia, siendo el
producto de la hidrogenacion de los respectivos esteroles: sitosterol (sitostanol),
campesterol (campestanol) y estigmasterol (estigmastanol).La conversion de los
esteroles a estanoles puede depender de los procedimientos de hidrogenacion y el
tipo de catalizador utilizado. Estudios han demostrado que los estanoles tienden a
ser mas eficaces en la reduccion de los niveles de colesterol que los esteroles
(152).
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Tabla 16. Principales fragmentos de los fitoesteroles presentes en el aceite
de semillas de vitis labrusca L. (uva Isabella).

129 100%
382 80%
Campesterol
95 70%
43 67%
107 60%
57 45%
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255 25%
83 100%
55 43%
69 37%
Stigmasterol
255 29%
394 28%
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7.7 ANALISIS DE TOCOFEROLES Y TOCOTRIENOLES (Vitamina E) DEL
ACEITE DE LAS SEMILLAS DE Vitis labrusca L. (uva Isabella) POR
CLAE.

En la tabla 17, se aprecian los resultados correspondientes al analisis de
tocoferoles y tocotrienoles (vitamina E) por CLAE para el aceite de las semillas de
Vitis labrusca L. (uva Isabella), donde se reportan tres isdmeros del tocoferol,
siendo el mayoritario el p+y-tocoferol con una concentracion de 78 ppm, y tres
isdbmeros del tocotrienol, siendo el mas importante el B+y-tocotrienol con una
concentracion de 283 ppm. En uno de los estudios realizados a la determinacion
de tocoferoles para el aceite de las semillas de uva se encontré la mezcla de
isdbmeros (+y-tocoferol con una concentracion de 17,14 mg/kg (167), pero no se
encontrd el B+y-tocotrienol, siendo la primera vez que se reporta para el aceite de
Vitis labrusca L. (uva Isabella), segun la bibliografia consultada (14,26,37,153).
Los isémeros y y &-tocoferol son mas estables frente al proceso oxidativo, y los

tocoferoles tienen potencial antioxidante mayor a los tocotrienoles (87).

Tabla 17. Resultados de cuantificacion de tocoferoles y tocotrienoles para el

aceite de las semillas Vitis labrusca L. (uva Isabella)

Nombre: Aceite de vitis Labrusca L. (uva Isabella)
Vitamina E, mg/kg (ppm)
No. Nombre Promedio

1 d-Tocotrienol 4

2 B+y-Tocotrienol 283

3 a-Tocotrienol 80

4 d-Tocoferol 12

5 B+y -Tocoferol 78

6 a-Tocoferol 44
Total vitamina E 500

El contenido total de vitamina E encontrado en el aceite de Vitis labrusca L. (uva

Isabella) (500ppm) comparado con otros estudios realizados a aceites de semillas
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de Vitis vinifera L. se encontr6 por debajo de los reportados por este 827,7;
853,8;997,7 ppm (13) y muy por encima a estudios realizados a las semillas de
uva Isabella 10,74 ppm (37). Otros estudios realizados a diferentes variedades de
uva, muestran que el contenido total de tocoferoles totales son: en Francia 127-
706 ppm, en ltalia 63-1208 ppm y Espafia 240-542 ppm (151), encontrandose el

aceite de Vitis labrusca L. (uva Isabella) dentro del rango reportado por Espafia.

Estudios realizados sobre la estabilidad oxidativa de aceites de uva han
demostrado que el aumento de la temperatura se encuentra directamente
relacionado con el contenido inicial del tocoferol, es decir a medida que aumenta
la temperatura disminuye el contenido en tocoferoles siendo el a-tocoferol el

menos estable (154).

El mecanismo de accién antioxidante de la vitamina E consiste en la interrupcion
de las etapas de propagacion y descomposicion del proceso de autoxidacién y en
la reaccion con el oxigeno singlete en el proceso de fotoxidacion. En la
autoxidacion los tocoferoles interrumpen las reacciones en cadena mediante la
donacion de un hidrégeno al radical peroxilo originando un radical ariloxilo y un
hidroperoxido. Los radicales ariloxilo resultantes se estabilizan por deslocalizaciéon
electronica de la estructura fendlica, reaccionando facilmente con otros radicales
peroxilo para formar productos estables, resultando poco probable que abstraigan
atomos de hidrégeno de moléculas lipidicas intactas. (155)

La estabilidad oxidativa del aceite de las semillas de Vitislabrusca L. (uva Isabella)
no depende solamente de la vitamina E que este pueda contener, dado que
intervienen otros metabolitos secundarios que tienen propiedades antioxidantes en
los que se encuentra enriquecido el aceite de uva como fitoesteroles y algunos

fenoles.

El alto contenido de vitamina E hace que el aceite sea de gran interés para un

potencial uso cosmético, donde se podria emplear para la elaboracion de diversos
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productos como cremas nutritivas, productos exfoliantes, tratamientos para el
cabello, cremas hidratantes faciales y corporales con filtro protector contra los
rayos UV, ademas de ser un posible aditivo para la complementacion de otros
aceites y productos (156, 157, 5).

La oxidacion de los lipidos en la industria de alimentos sigue siendo un problema
importante. Los aceites con un alto contenido de tocoferoles se pueden utilizar en

aplicaciones donde se necesitan un alto nivel de proteccion antioxidante (15).

7.8 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACEITE DE
LAS SEMILLAS DE Vitis labrusca L. (uva Isabella)

7.8.1 Determinacién de la actividad antioxidante del control positivo

Vitamina E (a-tocoferol).

Los resultados obtenidos en la determinacién de la actividad antioxidante dela-
tocoferol por el método del DPPH, se muestran en la tabla 18.

Tabla 18. Actividad antioxidante de la Vitamina E frente al DPPH.

Concentracion Absorbancia % Inhibicién Prom Desviacion
Vitamina E %l estandar
(Ppm)
Al A2 A3 %I 1 %l 2 %I 3
100 0.774 | 0.772 | 0.773 | 5.01 5.3 5.1 5.1 0.1484
250 0.694 | 0.695 | 0.693 | 14.88 | 14.86 | 14.85 | 14.86 0.0153
500 0.582 0.583 | 0.584 | 28.53 |28.56 | 28.54 | 28.54 0.0153
750 0.463 0.462 | 0.463 | 43.18 | 43.23 | 43.22 | 43.21 0.0265
1000 0.359 0.359 | 0.360 | 55.90 | 55.91 | 55.86 | 55.89 0.0265
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La capacidad captadora de radicales libres (capacidad de decoloracion) se

determindé empleando el parametro del ICsp, cuyos resultados corresponden al %

de inhibicidbn que se muestra en la tabla 19. Cada muestra se hizo por triplicado

con el fin de obtener una mayor correlacién de los datos.

Los valores encontrados, expresados en %ICsg variaron entre maximos y minimos

de 98,58% y 5,10% para los ensayos con Vitamina E (a-tocoferol).
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Figura 37. Actividad antioxidante de la vitamina E frente al DPPH

Como se observa en la grafica de actividad antioxidante de la vitamina E frente al

DPPH (Figura 37), el rango de linealidad se encuentra entre 100 y 1500 ppm de

vitamina E, con un coeficiente de correlacion de 0.9914, indicando que la vitamina

E es un buen control en ese rango. La concentracion de DPPH que reacciond al

inhibir el radical en un 50% corresponde a 932,2 ppm.

120




7.8.2 Determinaciéon de

Labrusca L. (uva Isabella)

la actividad antioxidante del

aceite de Vitis

En la tabla 19 se presentan los resultados de la actividad antioxidante del aceite

de las semillas de Vitis labrusca L. Los valores encontrados, expresados en %ICsp,

varian entre maximos y minimos de 92,88% y 2,63%, estos datos se encuentran

en similitud con los resultados del control positivo vitamina E, dando a conocer que

el aceite de las semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella) es un buen control como

antioxidante.

Tabla 19. Actividad antioxidante del aceite de Vitis Labrusca L. (uva Isabella)

frente al DPPH.

Concentracién Absorbancia % Inhibicién Prom Desviacion
Muestra de %I estandar
aceite de (uva
Isabella)
(ppm) Al A2 A3 %I 1 %I 2 %I 3
100 0.794 0.793 0.795 2.62 2.66 2.60 2.63 0.0306
250 0.735 0.734 0.736 9.84 9.90 9.86 9.87 0.0306
500 0.641 0.642 0.641 21.38 | 21.36 | 21.32 | 21.35 0.0306
750 0.544 0.543 0.544 33.28 | 33.30 | 33.25 | 33.27 0.0252
1000 0.420 0.421 0.423 48.43 | 48.38 | 48.41 | 48.40 0.0252
1500 0.214 0.213 0.215 73.70 | 73.72 | 73.67 | 73.69 0.0252
2000 0.058 0.058 0.057 92.87 | 92.85 |92.91 | 92.88 0.0306
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Figura 38. Actividad antioxidante del aceite de Vitis Labrusca L. (uva
Isabella) frente al DPPH.
Como se aprecia en la grafica de actividad antioxidante del aceite de Vitis labrusca
L. frente al DPPH (figura 38), el rango de linealidad se encuentra
aproximadamente entre 100 y 2000 ppm, con un coeficiente de correlaciéon de
0.9972, indicando que el aceite de Vitis labrusca L. puede comportarse como un
buen antioxidante, de manera similar al a-tocoferol (vitamina E). La concentracion
de DPPH por el parametro del %IC50 es igual a 1070,2 ppm, comparado con
estudios realizados al aceite de las semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella) con
concentraciones de 2694 ppm se encuentra por debajo de este, y con otro estudio
realizado al aceite de las semillas de uva Isabela se encuentra muy por debajo
234,53 ppm. La composicion de la muestra afecta la ubicacion del antioxidante en

el medio de reaccién y por lo tanto su eficiencia en el método dado.

En la figura 39, se observa que el aceite de Vitis labrusca L. se encontré por
encima del 50% de inhibicion, lo que indica que el aceite presenté buena actividad

antioxidante comparada con la actividad de la Vitamina E.
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Figura 39. Actividad antioxidante del aceite de Vitis Labrusca L. y Vitamina E
por el pardmetro del %ICsg

La actividad antioxidante es dependiente de la concentracion de la muestra,
concentra en cantidad considerable principalmente taninos condensados, por lo
gue los valores de capacidad antioxidante serian fuertemente influenciados por la
presencia de estos compuestos (159, 160), ademas contienen, varios
antioxidantes aparte de los polifenoles, como los esteroles y los tocoferoles, los
cuales pueden influir también en el nivel de actividad antioxidante (161). Debido a
esto, por debajo de 100 ppm la actividad de los compuestos antioxidantes es muy
baja, por lo que no alcanza a reaccionar con el radical del DPPH. Por otro lado, se
puede llegar a una concentracion elevada de este agente hasta un punto en el que
la reaccion aparentemente se detiene, mostrando una actividad practicamente

constante.

Para mostrar la inhibicién de la muestra, se utilizé la concentracién del IC50 del
control positivo, en este caso, la vitamina E (932,2 ppm). Sustituyendo esta
concentracion en la ecuacion que denota la relacion lineal entre el porcentaje de
inhibicion contra la concentracion de la muestra, se hall6 el porcentaje de

inhibicion para la muestra (Figura 40).
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Figura 40. Porcentaje de inhibicion del DPPH de la muestra de aceite de las semillas
de Vitis Labrusca L. (uva Isabella) a la concentracion segun IC50 de la Vitamina E
(932,2 ppm)

La figura 40, indica que la muestra de aceite tiene un porcentaje de inhibicion
(42,62%). Este porcentaje se encuentra cercano al 50 % de inhibicion, por lo que
se pudo deducir que la muestra de aceite de semillas deVitis labrusca L.(uva
Isabella) presenta buena actividad antioxidante, referente al control positivo y
aotros estudios realizados a la Vitis labrusca L. como a diferentes variedades de
uva (5,16, 30, 11, 162, 163).

7.9 SEGUIMIENTO DE ESTABILIDAD

7.9.1 SEGUIMIENTO DE ESTABILIDAD DEL ACEITE

Mediante el analisis periédico del indice de acidez y perdxidos, se hizo el

seguimiento de estabilidad del aceite de Vitis labrusca L. (uva Isabella).

En la tabla 20, se presenta el porcentaje de acidos grasos libres calculado para el
aceite de Vitis labrusca L. (uva Isabella) durante 2 meses de evaluacion, partiendo

de un indice de acidez de 2.1870% hasta 4.0879% expresado en porcentaje de
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acido oleico. El andlisis de la curva (Ver figura 41), muestra que el aceite recién
obtenido ya no cumplia con el valor de acidez reportado por la norma ICONTEC,
cuyo valor es de 0,1 % de acido oleico (135). El valor del indice de acidez para el
aceite de Vitis labrusca L. (uva Isabella) fue de 2,1870% de acido oleico, el cual se
encuentra superior al nivel exigido por la norma ICONTEC para aceite de semillas

de Vitis vinifera L.

Innumerables factores determinan la estabilidad de un aceite, destacando la
composicion quimica y las condiciones de manejo, almacenamiento y
procesamiento de las materias primas (164).

El aceite de la semilla de uva se oxida facilmente debido al contenido de acidos
grasos insaturados y poli insaturados (3). La temperatura y presencia de luz fueron
controladasdurante el proceso de extraccion y almacenamiento del aceite; es
probable que la humedad presente en la materia prima, la cual era un residuo
constituido por semillas y restos de pulpa, incidiera en el aumento de la acidez
debido a que la humedad se relaciona con la produccién de enzimas lipoliticas que
afecta a los ésteres de glicerol y lleva a la formacion de acidos grasos libres (165).
Esta rancidez puede ser de tipo hidrolitica, y es la que resulta de la hidrdlisis de
los triacilgliceroles en presencia de lipasasy humedad (164).El efecto mas notable
de la alteracion de las semillas se observa en la hidrolisis del aceite, para dar
contenidos elevados de &cidos grasos libres, aunque este efecto no es el Unico
que produce resultados perjudiciales. La degradacion de los constituyentes no
glicéridos de las semillas produce invariablemente materias coloreadas
liposolubles que oscurecen el aceite, disminuyendo la estabilidad del color.
Cuando la estabilidad del aceite es alterada se dificulta la manipulacién de las
semillas, conduciendo a rendimientos muy bajos e incluso una destrucccion total
del aceite (132) .Tanto los tocoferoles como los tocotrienoles funcionancomo
antioxidantes evitando la oxidaciéon de lipidos presentes (5). El mecanismo de
accion antioxidante consiste en la interrupcion de las etapas de propagacion y

descomposicion del proceso de autoxidacion. En la autoxidacion los tocoferoles
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interrumpen las reacciones en cadena mediante la donacién de un hidrégeno al
radical peroxilo originando un radical ariloxilo y un hidroperoxido (5,155).

Cabe resaltar que el aceite de Vitis labrusca L. empleado para el seguimiento, era
un aceite no refinado y que es este proceso el que permite eliminar los acidos

grasos libres presentes en el aceite con el fin de evitar la rancidez del mismo (3).

Tabla 20. Datos obtenidos del indice de acidez para el aceite de Vitis labrusca L.
(uva Isabella) en el tiempo.

indice de
acidez (%
Semana acido Rango Rango Promedio Desviacion

oleico) superior - estandar
inferior

2.1768 2.2061 2.1768 2.1870 0.0135

0 2.2061

2.1781

2.0936 2.2619 2.0936 2.1630 0.0718

1 2.2619

2.1336

2.3213 2.3213 2.2070 2.2803 0.0519

2 2.3125

2.2070

2.5540 2.6546 2.5540 2.5883 0.04687

3 2.5564

2.6546

2.6639 2.6639 2.6573 2.6653 0.0071

4 2.6573

2.6746
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2.7168

2.7360

2.7711

2.7711

2.7168

2.7413

0.0225

2.8363

2.8804

2.9190

2.9190

2.8363

2.8786

0.0338

2.9054

2.9041

2.9751

2.9751

2.9041

2.9282

0.0332

3.3733

3.4385

3.3039

3.3733

3.3039

3.3719

0.0550

4.0927

4.0895

4.0816

4.0927

4.0816

4.0879

0.0047
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Figura 41. Seguimiento del indice de acidez del aceite de Vitis labrusca L. (uva
isabella)

En la tabla 21, se presenta el indice de perdxidos obtenido para el aceite de Vitis
labrusca L. (uva Isabella) durante 2 meses de evaluacién, partiendo de un indice
de peréxidos de 0 hasta 19.5643 expresado como meq de O./kg; De acuerdo al
rango reportado por la norma ICONTEC para aceite de semilla de vitis vinifera,
cuyo rango de indice de peroxidos es de 1 meq de O,/kg para aceite refinado y 5
meq de O,/kg para aceite virgen (135), los resultados obtenidos muestran valores
inferiores al rango permitido en el aceite fresco hasta la cuarta semana después
de su extraccion, mientras que en la quinta semana se observa un incremento
considerable y una variacion en el indice de peréxidos, mostrando valores
superiores a los reportados. El analisis de la curva (Ver figura 42) muestra
inicialmente la ausencia de peroxidos en el aceite fresco continuando asi hasta la
cuarta semana, a lo largo del seguimiento se observé que la curva tiene una
tendencia de crecimiento a partir de la quinta semana y en la sexta semana el
indice de peroxidos alcanza un valor maximo de 35.3842meq de Oy/kg; sin
embargo en la séptima semana se produjo un descenso en 21.7366 meq de
O2/kg, pero luego hay un comportamiento fluctuante que alcanza un valor maximo
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de 34.8416 meq de O,/kg en la octava semana y nuevamente un descenso de
19.5643 meq de O,/kg en la novena semana en la cual finaliza el seguimiento.

El comportamiento observadodemuestra que una vez agotados los antioxidantes
presentes en el aceite, se produce un aumento de los peroxidos debido a que el
aceite sufre un acelerado proceso de degradacion oxidativo.La rancidez oxidativa
es sin duda la principal causa del deteriorode aceites y grasas y define la vida de
almacenamiento de este tipo de productos. Por lo tanto, la estabilidad viene a ser
uno de los principales criterios de calidad en aceites y grasas (164). La rancidez
oxidativapuede ser producto de la autoxidacion por radicales libres, fotoxidacion y
oxidacion enzimatica catalizada por lipoxigenasa, destruyendo los &cidos grasos
esenciales y produciendo compuestos toxicos (164). La rancidez oxidativa ocurre
por la reaccidn del oxigeno atmosférico con los dobles enlaces de los &cidos
grasos insaturados. Esta reaccion genera los productos primarios de la oxidaciéon
(peroxidos e hidroperéxidos), los cuales por una serie de reacciones paralelas
producen los compuestos secundarios de la reaccién, sean estos volatiles, como
aldehidos, cetonas y acidos, o no volatiles como dimeros, trimeros y polimeros,
caracteristicos de productos rancificados (164). La reaccion es iniciada por iones
metalicos o0 por energia térmica o luminosa, produciendo los primeros radicales
libres; la produccion y almacenamiento a bajas temperaturas y la proteccion contra
la luz, retardarian la formacién de los radicales libres y el aparecimiento de la

rancidez, aumentando la estabilidad o vida util de los aceites (164).

El aceite de uva, debido al alto porcentaje deacidos grasos insaturados presenta
una gran tendencia a formar radicales libres, estos radicales reaccionan con el
oxigeno y forman gran cantidad de peroxidos lipidicos, estos peroxidos se rompen
en varias etapas formando una amplia variedad de productos de descompaosicion,

dichos productos son los responsables del enranciamiento de los aceites (3).

Debido a este proceso de degradacion oxidativa, se ha considerado al escaldado,
como la etapa principal para la inactivacion enzimatica, generalmente su

optimizacién esta en funcién del tipo de enzima a inactivar y los atributos que se
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deben mantener; también depende de la combinacion de tiempo y temperatura
que se aplique. El proceso de escaldado es sugerido por otros autorespara
disminuir la actividad de enzimas oxidativas, y de esta manera retardar la

oxidacion de los acidos grasos (166).

Tabla 21. Datos obtenidos del indice de per6xidos para el aceite de Vitis labrusca L.
(uva Isabella)en el tiempo.

indice de
peroxidos

Semana

(meq de
O./kg)

Rango
superior

Rango

Promedio

Desviacion
estandar

inferior

0 0 0 0 0
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23.3145

23.1660

23.3100

23.3145

23.1660

23.2635

0.0690

35.3912

35.3773

35.3842

35.3912

35.3773

35.3842

0.0057

21.6237

21.8427

21.7434

21.8427

21.6237

21.7366

0.0895

35.0603

34.6820

34.7826

35.0603

34.6820

34.8416

0.1309

19.5694

19.5579

19.5656

19.5694

19.5579

19.5643

0.0048
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Figura 42. Seguimiento del indice de peréxidos del aceite de Vitis labrusca L. (uva
Isabella)

7.10 Comparacion de las propiedades fisicas y quimicas del aceite de
las semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella) con las propiedades del
aceite de semillas de Vitis vinifera L.

La inmensa produccion de residuos que genera la actividad normal del hombre
sobre nuestro planeta es uno de los principales problemas a los que nos
enfrentamos en la actualidad. Estos residuos provocan una progresiva
degradacion de nuestro entorno que puede llegar a ser, en algunos casos,
irreversible. Por ello, se hace necesaria la busqueda de procesos que permitan la
eliminacién controlada de los mismos. Algunos de estos residuos, sobre todo los
procedentes de las industrias agroalimentarias, no deberian ser eliminados sin
mas, ya que podrian ser utilizados para diversas aplicaciones, obteniéndose una
interesante rentabilidad economica. De esta forma, se conseguiria que un residuo
se convirtiera en un subproducto (5).

Por esta razdn, se plantea la busqueda de alternativas de estos residuos y no sélo
su eliminacion efectiva e inocua, debido a que esta posibilidad, ademas de evitar
trastornos medioambientales, crearia nuevas fuentes de riqueza que aportarian

una mayor rentabilidad al proceso industrial de partida. Dentro de los
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subproductos industriales generados en la comunidad esta el procedente de la
industria del vino y el de las despulpadoras, el orujo de uva, constituido por restos

de raspon, piel y semillas de uva (5).

Se realizo la comparacion de las propiedades fisicas y quimicas del aceite de las
semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella) con las propiedades del aceite de
semillas de Vitis vinifera L. (tablas 22,23), donde los resultados mostraron que la
concentracion de aceite de las semillas de Vitis labrusca L. fue de 9,6190%
mientras que en el aceite de Vitisvinifera L. la concentracién varié entre 12,35 y
16,00%. La densidad promedio para el aceite de las semillas de Vitis labrusca L.
fue de 0,9246 gicm?, y para el aceite de las semillas de Vitis vinifera L. oscilo entre
0,9223-0,926 g/cm®. El indice de refraccion de las semillas de Vitis labrusca L. se
reporto a 1,475 mientras que los de semilla de Vitis vinifera L. oscilaron entre
1,473-1,477. Los valores del contenido en los distintos acidos grasos analizados
se han encuadrado dentro de los intervalos exigidos por la Reglamentacion
Técnico - Sanitaria de los aceites vegetales comestibles para la semilla tanto de
Vitis labrusca L. como de Vitisvinifera L. (palmitico 5-10%; estearico 3-5%; oleico
12-26%; linoleico 58-77%). El B +y tocotrienol fue el tocotrienol mas abundante en
el aceite de las semillas de Vitis labrusca L. Aunque también se encontraron a y 6-
tocotrienol a bajas concentraciones, no se detecté la presencia de B-tocotrienol.
Los extractos de aceite de las semillas de Vitisvinifera L., mostraron el contenido
de y-tocotrienol mas alto comparado con las semillas en diferentes variedades.
Los fitoesteroles encontrados fueron similares tanto para Vitis labrusca L. como
para Vitis vinifera L. (14, 26, 154, 155, 5, 16).

De acuerdo a esto el aceite de semilla deVitis labrusca L. tiene propiedades
similares al aceite de semilla de Vitis vinifera L.Las cascaras y semillas son un
desecho aprovechable de la uva que se obtiene del proceso de despulpado del
fruto.Una via alternativa de aprovechamiento industrial del aceite contenido en las
semillas de Vitis vinifera L. es su uso para obtener antioxidantes naturales y

aceites vegetales tanto para uso comestible como para uso cosmético (14).
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Entre sus componentes, existen compuestos antioxidantes que pueden servir,
utilizando estas céscaras y semillas desecadas vy trituradas, como materia prima
base para el preparado de alimentos semi-procesados, como mermeladas, harina,
fibra dietaria, entre otros (20,132).

Estudios han demostrado que el aceite de las semillas de Vitis labrusca L. y Vitis
vinifera L. es una fuente potencial de nutrientes, acidos grasos y compuestos
fendlicos. Las diferentes partes de la uva: piel, pulpa y semillas, asi como el aceite
extraido de las mismas, se utilizan como fuentes de antioxidantes en la industria,
son utilizados como nutracéuticos y ademas proporcionan informacion importante

sobre la produccion de vino en la industria (20, 132).

Tabla 22. Cuadro comparativo de las propiedades fisicas del aceite de las
semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella) y las propiedades reportadas por
otros autores para el aceite de semillas de Vitis vinifera L.

Propiedades Vitis labrusca L. Vitis vinifera L.
fisicas

(uva Isabella) (reportados para Diferentes

variedades)

Densidad 0,9246 (g/cm®) 0,923-0,926 (g/cm®)
indice de 1,4753 a 23°C 1,473-1,477
Refraccion
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Tabla 23. Cuadro comparativo de las propiedades Quimicas del aceite de las
semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella) y las propiedades reportadas por

otros autores para el aceite de semillas de Vitis vinifera L.

Propiedades quimicas

Vitis labrusca L.

(uva Isabella)

Vitis vinifera L.

(reportados para diferentes variedades)

indice de acidez

2,1870 (% acido oleico)

0,2- 1,20(% acido oleico)

indice de peroxidos

0 (meq de O,/kg)

0-10(meq de O./kg)

indice de yodo

136,6853

130-138

indice de saponificacion

175,1161 (mg KOH/g)

186-194(mg KOH/g)

Acidos grasos

Acido linoleico conjugado (53,843%),
Acido Oleico (E) (24,671 %),
Acido palmitico (13,922 %).

Acido estearico (6,790%)
Acido palmitoleico (0,550%)

Acido margarico (0,123%)

Acido Miristico (0,08%)
Acido Palmitico (8,47%)
Acido Estearico (4,60%)
Acido Oleico (24,88%)
Acido Linoleico (60,94%)
Acido Linolénico (0,46%)

Acido Araquidico (0,15%)
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Campesterol (9,691%),
Estigmasterol (10,161%),
Campestanol (7,276%)

B-sitosterol (72,870%).

Brasicasterol (0,2%)
Campesterol (10,2%)
Estigmasterol (10,9%)

[B-sitosterol (67,4%)
0-5-avenasterol (3,0%)
O-7-estigmasterol (1,2%)
O-7-avenasterol (0,7%)

d-Tocotrienol, (4)
[3+y-Tocotrienol, (283)
o-Tocotrienol, (80)
O-Tocoferol, (12)
[+y-Tocoferol, (78)

o-Tocoferol, (44)

d-Tocotrienol,(16,8)

y-Tocotrienol,(482,5)

o-Tocotrienol,(215,7)
O-Tocoferol, (nd)
y-Tocoferol, (16,8)
[B-Tocoferol, (48,4)

a-Tocoferol, (47,3)
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CONCLUSIONES

De acuerdo a la caracterizacion fisica realizada, el aceite presentd una
densidad:(0.9246g/cm3) e indice de refraccion (1.4753 a 23°C). De acuerdo
a la caracterizacion quimica: indice de acidez (2,1870 % de &cido oleico),
indice de peroxidos (0 meq de O,/Kg), indice de saponificacién (175.1161)
meqg KOH/Q) e indice de yodo (136.6853 cg de 1,/g).

El aceite fresco de uva Isabella (Vitis labrusca L.) presenté un indice de
acidez de 2,1870% de acido oleico, este valor ha superado el maximo

permitido por la norma ICONTEC para aceite de semilla de Vitis vinifera L.

El analisis de la composicién de acidos grasos por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas del aceite de Vitis labrusca L.(uva
Isabella), mostré que los acidos grasos mas importantes son el linoleico
conjugado(53,843%), el oleico (E) (24,671 %) y el palmitico (13,922 %), y
en pequefias concentraciones se encontré los acidos estearico (4,81%),
palmitoleico (0,550%), margarico (0,123) y linoléico (0,1004%).

Segun el andlisis preliminar por CG-EM de la materia insaponificable del
aceite de uva Isabella (Vitis labrusca L.), se pudo evidenciar la presencia de
los fitoesteroles: Campesterol (9,691%), Estigmasterol (10,161%),

Campestanol (7,276%), siendo el Beta-sitosterol el mayoritario (72,870%).
El aceite de las semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella) evaluado

presentd una alta actividad atrapadora del radical DPPH(42,62% de

inhibicion).
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En el analisis de vitamina E por CLAE del aceite deVitis labrusca L.(uva
Isabella)se identificaron los isdmeros que la conforman: é-Tocotrienol 4ppm,
B+y-Tocotrienol 283ppm, o-Tocotrienol 80ppm, &-Tocoferol 12ppm, P+y-
Tocoferol 78 ppm, a-Tocoferol 44ppm.

De acuerdo con el seguimiento de estabilidad realizado al aceite de uva
Isabella (Vitis labrusca L.), se pudo observar que el aceite sufre un deterioro
oxidativo a partir de la cuarta semana, por lo que se requiere de mas
estudios para establecer que métodos de extraccion y conservacion pueden

ser convenientes para obtener un aceite para uso cosmetico.

Los resultados de este trabajo constituyen un primer estudio exploratorio de
caracterizacion quimica y fisica del aceite de las semillas de Vitis labrusca
L. (uva Isabella), por lo tanto se hace necesario complementarlo con otros
estudios, tanto desde el punto de vista toxicolégico y nutricional como de
propiedades fisicas, a fin de explorar futuras aplicaciones alimenticias,

cosméticas e industriales.
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RECOMENDACIONES

Realizar un control exhaustivo desde el proceso de despulpado,
recoleccion, lavado y secado de las semillas de uva Isabella hasta la
molienda que garantice un minimo de humedad en las semillas de la uva
antes de la extraccion del aceite ya que estos factores aceleran los

procesos de degradacion.

Realizar un analisis elemental de la torta resultante de la extraccion del
aceite de las semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella) con el fin de
determinar su composicion y su posible aplicacién, contribuyendo asi al

aprovechamiento integral del fruto.

Someter las semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella) a un proceso de
escaldado y secado, para la posterior extraccion del aceite por el método
Soxhlet, con el fin de disminuir la actividad de enzimas oxidativas y de esta

manera retardar el enranciamiento del aceite.
Realizar un seguimiento microbiologico al aceite de las semillas de Vitis
labrusca L. (uva Isabella) con el fin de evaluar su inocuidad frente a

normatividad vigente para uso alimenticio y cosmético en el tiempo.

Realizar un analisis de los fitoesteroles empleando estandares que

permitan su identificacién y cuantificacion.
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Anexo 1 .Composicion en &cidos grasos de aceites vegetales comunes.

Aceites
Vegetales

Oliva
Cacahuate
Maiz

Semilla de
algodon

Soya

Linaza

COMPOSICION PROMEDIO DE ACIDOS GRASOS (mol %)

SATURADOS
Cl4 Cil6 C18
Acido Acido Acido
Estedrico

Mirisitico  Palmitico

0-1 5-15 1-4
7-12 2-6
1-2 7-11 3-4
1-2 18-25 1-2
1-2 6-10 2-4
4-7 2-4

165

Ci16

Acido
Palmitoleico

1-2

1-3

INSATURADOS
C18 C18
Acido Acido
Oleico  Linoleico
67-84 8-12
30-60 20-38
25-35 50-60
17-38 45-55
20-30 50-58
14-30 14-25

C18

Acido
Linolénico

5-10

45-60



Anexo 2. Sustituyentes del anillo aromatico en la vitamina E. (Tomadode: IUPAC-
IUB, 1982)

Vitdmero R1 R2) R3
a-Tocoferol/tocotrienol CH, CH, CH,
B-Tocoferol/tocotrienol CH, H CH,
v-Tocoferol/tocotrienol H CH, CH,
d-Tocoferol/tocotrienol H H CH
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Anexo 3. Preparacion del derivado metilado de los acidos grasos del aceite de las
semillas de Vitis labrusca L. (uva Isabella).

ruym

MACHEREY—-NAG =L
I O DO T in

Search

Methylation with TMSH

Method: Matrix Application-No.:
GC 213060
Substances: trimethylsulphonium hydroxide; TMSH
Column: Derivatisation reagent: TMSH
Phase: TMSH
MN catalog 701520.101
number:
Sample Dissolve 100 mg sample (e. g. butter) in 5 ml of a suitable
pretreatment: solvent (e. g. tert.-butyl methyl ether). Add 50 pl reagent to

100 pl of this solution. The mixture is injected directly. The
temperature of the injector must be at least 250 °C.

Conditions: Methylation with TMSH [W. Butte, J. Chromatogr. 261 (1983)
142] is recommended for free acids, chlorophenoxycarboxylic
acids, their salts and derivatives as well as for

h Is and chloroph: Is. One great ad ge is simplification
of the sample preparation. Lipids or triglycerides
can be converted to the corresponding fatty acid
methyl esters (FAMEs) by a simple transesterification.
Isomerisations of multiple unsaturated fatty acids have
not been observed.
This reaction is very elegant and convenient, because it
is just necessary to add the reagent (0.2 M in methanol)
to the sample solution. Removal of excess reagent is
not required, since in the injector of the gas chromatograph
at 250 °C pyrolysis to volatile methanol ana
dimethylsulfide will occur. Due to the-high reactivity,
cc lete deri is often ob d at ambient
temperature. However, heating (e. g. 10 min at 100 °C)
in a closed sample vial may be necessary.

Detection GC;
Subsequent For GC separation of FAMEs from natural butter fat after derivatisation with TMSH
analysis: see Appl. No. 201680
Author(-s): MACHEREY-NAGEL
Source: GC department (2007)
Keywords: derivatisation; methylation; trimethylsulphonium hydroxide; TMSH; free organic
acids; chlorophenoxycarboxylic acids; phenols; chlorophenols; FAMEs
Chromatogram:
Legend:
www.mn-net.com

MACHEREY-NAGEL

Concerning questions to literature applications please contact the cited author/s. Chemicals
mentioned in applications are not manufactured or sold by MACHEREY-NAGEL. Applications
mentioned in MACHEREY-NAGEL literature or databases are provided for informational purposes
only. MACHEREY-NAGEL does not warrant that all applications have been tested in MACHEREY-
NAGEL laboratories using MACHEREY-NAGEL products.
MACHEREY-NAGEL does not warrant the corr of the appli

#¥

Copyright 2011 by MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG Imprint / Impressum Privacy Statement Terms Of Use
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Anexo 4. Certificado de analisis del estandar comercial de Metilesteres.

B i 2 ) :
RESTEK : Certificate of Analysis

110 Benner Circle FOR LABORATORY USE ONLY-READ MSDS PRIOR TO USE.
Bellefonte, PA 16823-8812 Catalog No. : 35078 Lot No.: AO76760
Tel: (800)356-1688 -
Fax: (814)353-1309 Description : NLEA FAME Mix
Container Size : 2mi Pkg Amt:
Mfg. by: Restek e
Expiration Date:  See Note Storage: 0°C or below

1 Methyl butyrate (C4:0) 632-42-7 99% 1.5 weight %
2 Methyl hexanoate (C6:0) 106-70-7 99% 1.5 weight %
3 Methyl octanoate (C8:0) 111-11-5 99% 2.0 weight %
4 Methy! decanoate (C10:0) 1110-42-9 99% 2.5 weight %
5 Methyl undecanoate (C11:0) 1731-86-8 99% 2.5 weight %
6 Methyl laurate (C12:0) 111-82-0 99% 5.0 weight %
7 Methy! tridecanoate (C13:0) 1731-88-0 99% 2.5 weight %
8 Methyl myristate (C14:0) 124-10-7 99% 2.5 weight %
9 Methyl myristoleate(cis-9) (C:14:1) 56219-06-8 99% 1.5 weight %
10 Methy! pentadecanoate (C15:0) 7132-64-1 99% 1.5 weight %
11 Methyl palmitate (C16:0) 112-39-0 99% 10.0 weight %
12 Methy! palmitoleate(cis-9) (C16:1) 1120-25-8 99% 5.0 weight %
13 Methyl heptadecanoate (C17:1) 1731-92-6 99% 2.5 weight %
14 Methy] stearate (C18:0) 112-61-8 99% 5.0 weight %
15 Methy! elaidate(trans-9) (C18:1) 1937-62-8 99% 2.5 weight %
16 Methyl oleate(cis-9) (C18:1) 112-62-9 99% 15.0 weight %
17 Methyl linoelaidate(trans-9,12) (C18:2) 2566-97-4 99% 2.5 weight %
18 Methyl linoleate(cis-9,12) (C18:2) 112-63-0 99% 10.0 weight %
19 Methyl arachidate (C20:0) 1120-28-1 99% 2.5 weight %
20 Methy| eicosenoate(cis-11) (C20:1) 1120-28-1 99% 1.5 weight %
21 Methy! linolenate(cis-9,12,15) (C18:3) 301-00-8 99% 5.0 weight %
22 Methyl behenate (C22:0) 929-77-1 99% 2.5 weight %
23 Methyl erucate(cis-13) (C22:1) 1120-34-9 99% 1.5 weight %
24 Methyl tricosanoate (C23:0) 2433-97-8 99% 1.5 weight %
25 thyl eicosapentaenoate(cis-5,8,11,14,17) (C20 2734-47-6 99% 2.5 weight %
26 Methy! lignocerate (C24:0) 2422-49-1 99% 2.5 weight %
27 Methyl nervonate(cis-15) (C24:1) 2733-88-2 99% ' 2.5 weight %
28 Methy! docosahexaenoate (C22:6) 28061-46-3 99% 2.5 weight %
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Anexo 5. Espectro de masas de los acidos grasos del aceite de las semillas de
Vitis labrusca L. (uva Isabella).

Line#:9 R Time:18 1(Scan®1810)

MassPeaks:311

RawMode-Averaged 18.1-18.1(1809-1811) BasePeak:35(3907)
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Line#:11 B Time:18 4{Scan#:1853)

MassPeaks 300

RawMode: Averaged 18.4-18.4(1852-1854) BasePeak:74(2785883)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event 1
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Line#:12 B Time: 19 5(Scan#:1931)

MassPeaks: 200

RawMode: Averaged 19.5-19.5(1980-1982) BasePeak:67(5342)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event 1

e L Lt e e L s s L L
100 130 160 180 220 250 280 310 340 370 400 430 480

T
490

nvz

100+ Fd 81

90

805

41

2 278 200

335 353 371385401

427 452

481406

170

3000 350 380 410

440

470

nz



Line#:13 E.Time:19 8(Scans:2018)

MassPeaks: 282

RawMlode: Averaged 19.8-19 8(2017-2019) BasePeak 74(240453)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1
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Line#:15 R Time: 20 9(Scans:2146)

MassPeals: 249

FawMode: Averaged 20.8-20.9(2145-2147) BasePeak:55(309724)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event 1
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Line#:16 E.Time:21.2(Scang:2179)

MassPeaks:291

RawMode: Averaged 21.1-21.2(2178-2180) BasePeak 74(1275808)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event 1
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Anexo 6.Control por CCD de fracciones obtenidas por separacion en fase sélida,
empleando el sistema de elucion 1.

o |——Rfo272
Rf0,145 —| ¢ L] —Rf 0,163
+
P F1 F2
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Anexo 7.Control por CCD de fracciones obtenidas por separacion en fase sélida,
empleando el sistema de elucion 2.
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Anexo 8. Espectros de la base de datos del equipo WILEY ACCESS PAC 7ED.

Espectro de masas del Beta-sitosterol-TMS ether

Abund i =
UH%E“CE_ beta-sitosteral 357

E trimethylsilyl ether
0 ; 129
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B0 ; M

50 3 ) 381 456
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a0 : 73 05 145
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Espectro de masas del Estigmasterol-TMS ether

Ahunﬂ:ance 83 stigmasteral - trimethylsilylether derivative
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a0 3
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Espectro de masas del Campesterol-TMS ether

Abundance 343
%o 123 382
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60 §
50 3

(G He 50 M
campesteral 367 472
40 73 trimethylsitylether derivative
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Espectro de masas del Campestanol-TMS ether

Abundance 215
%
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20 campestanol 474

] trimethylsilyl ether
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