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RESUMEN

El consumo de uva y sus derivados se asocia con la proteccidén contra enfermedades
cronico-degenerativas debido a su contenido de compuestos fendlicos. El bagazo de
uva es un subproducto de la obtencion de vinos tintos que, en México, no se
aprovecha. El objetivo del presente trabajo fue determinar las caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales del extracto acuoso de bagazo de uva roja asi como su
capacidad antioxidante y su efecto sobre células de cancer de mama. Se utilizé una
mezcla de tres variedades de uva roja (Cabernet Sauvignon, Syrah y Tempranillo,
80:10:10) donada por Cavas Freixenet, cosechada y procesada en septiembre del
2007. El bagazo se sec6 a 40° C durante 72 h en un horno de conveccion forzada, se
limpio, se tritur0 y se almacend en un lugar oscuro y seco a temperatura ambiente. El
extracto acuoso se prepard utilizando 15 g de bagazo seco en 250 mL de agua
tridestilada a temperatura de ebulliciéon por 7 minutos. El contenido de fenoles totales
(FT) y taninos condensados (TC) fue 1.86 mg eq de acido galico y 1.036 mg eq (+)
catequina por gramo de bagazo seco, respectivamente. La concentracion de FT no
se afectd bajo incubacion a diferentes temperaturas sin embargo, la concentraciéon de
TC presento una vida media de 19, 7.7 y 4.3 horas a 4, 25y 37° C, respetivamente
con una energia de activacion de 33 kJ/mol. La cuantificacion de los compuestos
fendlicos se realizé por HPLC, en la que se detectaron mayoritariamente acido
siringico, acido benzdico, catequina, epicatequina y acido galico. Las caracteristicas
fisicoquimicas determinadas fueron acidez de 30.87%, pH de 3.56, 0.55 ° Bx y color
pardo rojizo (L, 52.98; a, 4.59; b, 5.8). El andlisis sensorial mostré aceptabilidad al
adicionarse 50 g/L de azlcar. Los resultados por gramo de bagazo seco mostraron
una capacidad antioxidante de 198.6 umoles eq de Trolox y 88 pmoles eq de acido
ascorbico. Se encontré efecto citotoxico dependiente de la concentracién sobre
células de cancer de mama ZR-75-1 con una ClLsy de 0.131 mg de FT/mL. Los
resultados obtenidos sugieren que el bagazo de uva puede ser una fuente importante
de compuestos fendlicos biolégicamente activos para consumo humano.

Palabras clave: bagazo de uva, capacidad antioxidante, compuestos fendlicos,
efecto citotdxico, Vitis vinifera.
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SUMMARY

Consumption of grapes and their derivatives is associated with protection against
chronic degenerative diseases because of their phenolic compounds content. Grape
bagasse is a byproduct of red wines production that is not exploited in Mexico. The
purpose of this study was to determine the physicochemical and sensory
characteristics of the agueous extract of red grape bagasse, as well as its antioxidant
capacity and its effect on breast cancer cells. A mixture of three red grape varieties
(Cabernet Sauvignon, Syrah and Tempranillo, 80:10:10) donated by Cavas Freixenet,
harvested and processed in September 2007 was used. The bagasse was dried at 40
° C for 72 h in a forced-convection oven, it was cleaned, grinded and stored in a dark,
dry place at room temperature. The aqueous extract was prepared using 15 g of dry
bagasse in 250 mL of tridistillated water for 7 minutes at boiling temperature. Total
phenolics (TP) and condensed tannins (CT) were of 1.86 mg eq gallic acid and 1036
mg eq (+) catechin per gram of dry bagasse, respectively. Concentration of TP was
not affected by incubation at different temperatures however, concentration of CT
presented a half-life of 19, 7.7 and 4.3 hours at 4, 25 and 37° C, respectively with an
activation energy of 33 kJ/mol. Quantification of phenolic compounds was performed
by HPLC, which were detected mostly syringic acid, benzoic acid, catechin,
epicatechin and gallic acid. Physicochemical characteristics were acidity of 30.87%,
pH 3.56, 0.55 ° Bx and reddish brown color (L, 52.98; a, 4.59; b, 5.8). Sensory
analysis showed acceptability by adding 50 g/L sugar. Results per gram of dry
bagasse showed an antioxidant capacity equivalent to 198.6 umol eq of Trolox and
88 umol eq of ascorbic acid. Cytotoxic effect on ZR-75-1 breast cancer cells was
found as a function of TP concentration, with LCso of 0.131 mg FT/mL. Results
suggest that red grape bagasse can be an important source of biologically active
phenolic compounds for human consumption.

Key words: antioxidant capacity, cytotoxic effect, grape bagasse, phenolic
compounds, Vitis vinifera.
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I. INTRODUCCION

El oxigeno es la molécula que sustenta la vida aerobia asi, también, el
metabolismo aerobio favorece la produccion de radicales libres (RL). Estos son
resultado de procesos normales e inevitables, producto de infinidad de reacciones
quimicas imprescindibles para la vida como las reacciones de oxido reduccion
(incluyendo la provision de energia), biosintesis oxidativa, biodegradacion vy
destoxificacion (Slater, 1984). Estos compuestos, en exceso, resultan nocivos para la
célula y estan relacionados con diversas enfermedades y condiciones degenerativas
(Marx, 1985).

Los RL estan relacionados con el mecanismo de defensa del organismo
(respuesta inflamatoria) y, en condiciones normales, no causan dafio oxidativo
debido al equilibrio que existe entre la formacién de estas moléculas y los sistemas
de defensa antioxidante. Sin embargo, el cigarro, el alcohol, las radiaciones, algunas
sustancias quimicas industriales, la luz ultravioleta y el uso incontrolado de aditivos
alimenticios, entre otros; favorecen el desarrollo de RL, propiciando asi el estrés
oxidativo (Collins, 2005).

El consumo de alimentos ricos en flavonoides esta asociado a la reduccion de
riesgo de enfermedades crénico degenerativas (Byrne et al., 2002; Manach et al.,
2004). Los flavonoides son una familia de compuestos que pertenecen a los
polifenoles, sintetizados por las plantas y ampliamente estudiados por su gran
capacidad antioxidante. Se han descrito numerosas acciones terapéuticas para un
gran numero de ellos tales como efectos antivirales, antimicrobianos,
antiinflamatorios, antiescleréticos, anticancerigenos y antialérgicos (Ferguson, 2001,
Wollgast y Anklam, 2002).

El bagazo de uva representa una importante fuente de antioxidantes debido a
su alto contenido de compuestos fendlicos. Estos se concentran fundamentalmente
en la piel u hollejo, aunque también se han encontrado compuestos con propiedades
interesantes en las semillas de la uva (Flanzy, 2000; Sehirli et al., 2008).
Aproximadamente de cada 100 kg de uva procesada se obtienen de 15-20 kg de

1



bagazo (hollejos, semillas y racimos) (Usaquén-Castro et al., 2006). México cuenta
con una importante industria vitivinicola, produce 45 millones de litros de vino
anuales (Meré, 2005) y la mayor parte del bagazo se desperdicia. Por lo anterior, el
objetivo de este trabajo fue caracterizar parcialmente el contenido de los compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante del extracto acuoso en caliente de bagazo seco
de uva roja obtenido después del proceso de fermentacion de vino tinto, asi como
sus caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y el efecto citotdxico sobre células de

cancer de mama.



II.  ANTECEDENTES
2.1 Radicales libres en los sistemas biologicos

Los RL son a&tomos o moléculas extremadamente reactivas debido a que en el
altimo orbital de su estructura tienen uno 0 mas electrones sin aparear es decir, su
magnetismo no se encuentra neutralizado con el de otro electron. Esta inestabilidad
les confiere avidez fisica por la captura de un electrén de cualquier otra molécula de
Su entorno, ocasionando que la estructura afectada quede inestable y, a su vez, se
convierta en un RL con diversos grados de agresividad oxidativa. De esta forma se
establecen reacciones en cadena por medio de varios transportadores que se oxidan
y se reducen secuencialmente, modificando biomoléculas después de transferir o

capturar un electron (Young et al., 1999).

Con base en esta definicion, son RL la molécula de oxigeno, el atomo de
hidrégeno y los metales de transicion (en estado iénico). En particular, los radicales
de oxigeno, llamadas especies reactivas de oxigeno (EROSs) son los que poseen una
mayor reactividad y se encuentran directamente involucrados en el fendmeno de
estrés oxidativo (Tabla 1). De todos éstos, el radical mas activo y con mayor

capacidad para alterar moléculas es el hidroxilo (OH*) (Halliwell, 1997).

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno y nitrogeno.

RADICALES NO RADICALES

e H,0, Peroxido de Hidrégeno
e 'O, Oxigeno Singulete

e HOBr Acido Hipobromoso

e HOCI Acido Hipocloroso

e (03 0zono

e NO Oxido Nitrico

¢ ROO* Radical Peroxilo

e RO* Radical Alcohoxilo

e OH* Radical Hidroxilo

e O, Radical Superoxido

e ONOO Radical Peroxinitrito
o HO,* Radical Hidroperoxilo

(Garcia-Gasca et al., 2009)



Los RL pueden ser formados a partir de las reacciones metabdlicas normales
y reaccionan espontaneamente con los componentes celulares con la resultante
degradacion o inactivacion de moléculas biolégicas importantes. La completa
reduccion del oxigeno a agua requiere cuatro pasos y la generacion de varios
radicales libres y EROs (Clarkson et al., 2000).

La producciéon de RL también se incrementa durante el ejercicio y como una
respuesta del cuerpo a varios elementos de estrés como la edad, trauma, algunos
medicamentos y enfermedades. Debido a los potenciales efectos nocivos de los RL y
de los hidroperoxidos, cualquier tipo de perturbacion que estimule la peroxidacion
lipidica y/o debilite la capacidad de las defensas antioxidantes, causan o incrementan
la susceptibilidad de la célula a dafio oxidativo (Collins, 2005).

Ademaés, en los sistemas biologicos, los RL se generan a través del
metabolismo oxidativo de biomoléculas, xenobioticos, drogas y quimicos, irradiacion
(incluyendo radiacion ionizante), oxidaciones de metales de transicion catalizadas
por minerales como Fe y Cu y secrecion de oxidantes y otros procesos de
inmunodefensa (Tabla 2). La catalisis de enlaces homoliticos a través de enzimas 0
sin ellas y la ruptura de estos enlaces también generan RL en los sistemas biologicos
(Chow, 1979).

El estrés oxidativo implica que la produccién de RL supera la capacidad del
organismo para neutralizarlos, apareciendo un estado de desequilibrio entre la
produccion de EROs y los mecanismos de defensa antioxidante. Esto provoca un
efecto adverso en funcion de la dosis, lo que ocasiona una variedad de cambios
fisiolégicos y bioquimicos que generan el deterioro y la muerte celular. El estrés
oxidativo es uno de los factores etiolégicos mas importantes asociados a diversas
patologias como son procesos cancerosos, cardiovasculares, ateroesclerosis, artritis
reumatoide, inflamaciones  gastrointestinales, enfermedades neuroldgicas

degenerativas, cataratas y enfermedades degenerativas varias (Collins, 2005).



Tabla 2. Fuentes de generacién de radicales libres.

FUENTES ENDOGENAS FUENTES EXOGENAS

e Fosforilacién oxidativa. En la
produccion de ATP, entre 1y 3% del
O, consumido se transforma en EROs

e Oxidacion enzimética de la L-arginina.

e Cadena respiratoria mitocondrial.

¢ Metabolismo normal de grasas,
hidratos de carbono y proteinas

e Estrés

e Defectos genéticos (defectos
enziméaticos, absorcion
anormal/transporte de nutrimentos)

¢ Contaminantes ambientales (inhalacién
de oxidantes)

e Radiacion ionizante y ultravioleta

e Sobre ejercitamiento

¢ Quimicos téxicos como pesticidas

e Alimentos con potencial destructor al
ser consumidos en exceso: café,
alcohol

e Bajaingesta de frutas y vegetales

e Alta ingesta cal6rica

(Chow, 1979)

2.2 Efectos biologicos de los radicales libres
2.2.1 Radicales libres y homeostasis

Los RL incluyen EROs y especies reactivas de nitrdgeno (ERNs) generados
enzimaticamente o mediante interacciones quimicas. Se presentan en bajas
concentraciones durante el metabolismo celular normal, regulan la transduccion de
sefales y reacciones de proteccion tales como fagocitosis, detoxificacion y apoptosis
(Irani et al., 1997; Garcia-Gasca et al., 2009). Los EROs y ERNSs existen en todas las
células aerdbicas en balance bioguimico con los antioxidantes enddgenos y
exdgenos. Se estima que el 5% del oxigeno molecular es convertido en EROs en la
mitocondria (Garcia-Gasca et al.,, 2009). Bajos niveles de RL pueden alterar
importantes reacciones protectoras como apoptosis, respuesta del sistema inmune
ante virus, fagocitosis y destoxificacion mediada por complejos del citocromo P-450
(Salganik, 2001). Entre sus funciones se encuentran:

e Algunos factores de transcripcion, factores de crecimiento, citoquinas,

receptores y proteinas estan influenciados por los RL. Por ejemplo, Kosmidou et al.



(2001) reportd que el peréxido de hidrégeno incrementa la produccion del factor de
crecimiento endotelial vascular.

o El citocromo P450 produce O,* y H,O, los cuales se relacionan con el
proceso de detoxificacion, que involucra la oxidacion de sustancias hidrofébicas
toxicas, transformandose en compuestos hidrofilicos (Klauning y Kamendulis, 2004).

o La generacion de EROs es importante para la activacion de la apoptosis. La
apoptosis ocurre cuando los monitores internos reconocen el dafo o alteracion en la
funcién e inician la sefializacién en cascada que eventualmente activa caspasas y
endonucleasas, de manera que células preneoplasicas y neoplasicas son eliminadas
(Zeisel, 2004). Estudios muestran que el acumulo de EROs induce apoptosis o
necrosis mediante activacion de cascadas de sefalizacion y que esta contribucion de
los EROs a la apoptosis es altamente especifica (Nakano et al., 2006).

o Los neutrdfilos, eosindfilos y macrofagos son los principales contribuyentes
de RL endogenos. Ante la presencia de bacterias, la célula incrementa su consumo
de oxigeno generando RL que matan a las bacterias invasoras y células
cancerigenas (Betteridge, 2000).

2.2.2 Radicales libres y dafio a biomoléculas

Una vez que el RL se genera tiene una vida media de microsegundos debido a
su alta reactividad quimica, corto lapso de tiempo en el que es capaz de interactuar
con las biomoléculas cercanas. En general, son los radicales derivados de EROs los
que intervienen en la respuesta al estrés oxidativo manteniendo la homeostasis de
las reacciones de oxidorreduccion que ocurren en la bioquimica celular. Una vez
formados los RL por el metabolismo celular, son capaces de reaccionar rapidamente
con la molécula vecina al sustraer un electron provocando su oxidacion, por lo que
las moléculas pierden su funcion especifica. La mayoria de los componentes
celulares pueden ser dafiados por los RL produciendo disturbios metabdlicos vy
dafiando las estructuras de la membrana de diferentes maneras. El ataque al azar
produce modificaciones quimicas indeseables dafiando macromoléculas como
lipidos, proteinas, hidratos de carbono y nucledétidos (Figura 1) (Martinez y Sanchez,
2001; Rodriguez et al., 2001).



=

Figura 1. Alteraciones esenciales producidas a macromoléculas por radicales libres
(Modificada de Martinez y Sanchez, 2001; Rodriguez et al., 2001).

a) Oxidacion de lipidos

Los lipidos representan el grupo mas susceptible al ataque de RL debido a la
presencia de dobles enlaces en sus &cidos grasos. Este proceso, conocido como
peroxidacién de lipidos ha sido implicado como una reaccion general biolégico-
degenerativa y puede ser un proceso muy importante in vivo (Chow, 1979). Los RL
hidroxilo, perhidroxilo y el oxigeno singulete reaccionan con los acidos grasos de los
fosfolipidos y otros componentes lipidicos de la membrana celular para formar
finalmente hidroperoxidos lipidicos. La oxidacion lipidica tiene la caracteristica de ser
una reaccién en cadena, en la cual el acido graso oxidado se transforma en un

radical capaz de oxidar otra molécula vecina (Harman, 1972).

Los productos finales de la hidroperoxidacion lipidica, como hidrocarburos
volatiles, alcoholes y aldehidos, pueden difundirse a sitios diferentes de donde se
originaron y alterar la permeabilidad vascular, la respuesta inflamatoria o la
guimiostasis (Martinez y Sanchez, 2001; Rodriguez et al., 2001). Los materiales

bioldgicos, particularmente membranas, contienen altas concentraciones de lipidos



insaturados, por lo que constituyen el organelo celular mas expuesto. La membrana
celular separa las actividades funcionales altamente ordenadas del metabolismo de
la relativa aleatorizacion el medio ambiente externo. El medio en ambos lados de la
membrana contiene oxigeno y elementos traza. Bajo estas circunstancias, la
membrana es potencialmente susceptible a dafio por RL de la peroxidacion lipidica
mas que los componentes del citoplasma (Martinez y Sanchez, 2001).

A nivel endotelial, las células, en condiciones normales, permiten el
intercambio de macromoléculas entre la luz y la estructura de la pared vascular,
captando las LDL circulantes. El receptor para LDL no modificado es saturable, por lo
gue no permite un acumulo de LDL en la pared vascular. Sin embargo, cuando las
LDL se oxidan por contacto con los RL, los monocitos se activan y se convierten en
macrofagos que reconocen a las LDL oxidadas fagocitandolas y transformandose en

células espumosas favoreciendo el dafio del endotelio vascular (Kaplan et al., 1999).

b) Oxidacion de hidratos de carbono

Los monosacaridos tienen la capacidad de reaccionar de forma no enziméatica
con el grupo hidroxilo de las proteinas formando productos de glicaciébn precoz o
Amadori. Cuando estos compuestos de oxidan por accion de los RL se forman
compuestos sumamente reactivos llamados AGE, capaces de producir agregacion
de proteinas y de inhibir actividades biologicas de las mismas. Las proteinas
modificadas por los AGEs pueden encontrarse en el plasma, en el compartimiento
intracelular asi como en la matriz extracelular, acumulandose de preferencia en la
pared arterial, el mesangio glomerular, las membranas basales glomerulares y de
otros capilares. La acumulacién de AGEs ocurre de preferencia en proteinas de larga
vida; tales como algunos tipos de coldgeno ocasionando desgaste tisular y diferentes

matices de la patologia microvascular (Fuijii et al., 1995; Giardino et al., 1996).

c) Oxidacion de proteinas

Todas las cadenas laterales de los aminoacidos que forman parte de las

proteinas son susceptibles de ser atacadas por el radical hidroxilo, aunque algunas
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son mas vulnerables a la oxidacion que otras como es el caso de las cadenas
laterales de tirosina, fenilalanina, histidina, metionina y cisteina. En consecuencia, la
exposicion de proteinas a sistemas generadores de RL conduce a modificaciones en
la estructura terciaria de las proteinas que puede acompafiarse de una
fragmentacion quimica, produccion de grupos carboxilos, un incremento en la
susceptibilidad al ataque proteolitico y a la pérdida de la funcion bioldgica (Rodriguez
et al., 2001).

d) Oxidacion de acidos nucleicos y nucleodtidos

La importancia bioldgica de los &cidos nucleicos obliga a considerar como un
efecto de gran repercusion el que se presenten modificaciones en las bases de la
molécula de ADN debido a la presencia de RL. A semejanza de las proteinas, parece
existir una muy baja posibilidad del establecimiento de reacciones en cadena. Sin
embargo, el dafio puede ser mas significativo, aunque sea muy limitado en extension
y localizacion. La interacciéon de RL con el ADN causa cambios conformacionales,
alteracion de bases y ruptura de una o de la doble cadena y pérdida de nucledtidos,
eludiendo el sistema de reparacion al presentar una mutacion antes de la replicacion.
Esto conduce a la produccion de genes mutados y, por ende, de proteinas
disfuncionales. Las modificaciones de las bases se deben, en gran parte, a los
metales de transicién, fundamentalmente al ion ferroso (Fe*?) que se encuentra unido
al ADN y que en presencia del peroxido de hidrogeno genera el hidroxilo que
modifica las bases del mismo. El hidroxilo puede atacar tanto purinas como
pirimidinas ademas de generar rupturas en las cadenas del ADN (Christen, 2000).

2.2.3 Estrés oxidativo y procesos patolégicos

La hipoétesis del estrés oxidativo se refiere al desbalance de RL y los procesos
de defensa antioxidante. La célula reacciona rapidamente con numerosas respuestas
bioldgicas, incluyendo arresto especifico del desarrollo del ciclo celular, alteraciones
en la transcripcion de genes, reparacion de dafio de ADN y de transduccién de vias
de sefalizacion. Por lo anterior, los EROs pueden ser definidos como verdaderos

segundos mensajeros que regulan cascadas de transduccion de sefales, incluyendo
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la modulacién de la sefializacién de Ca** y vias de cinasas y fosfatasas de proteinas
(Hartman,1995). Estos eventos determinan si la célula se necrosa, va apoptosis 0
sobrevive y prolifera; razén por la que el dafio con RL se ha relacionado con la
etiologia 6 exacerbacion de muchos procesos patolégicos (Tabla 3) (Turturro et al.,
1999).

Tabla 3 Patologias asociadas a radicales libres.

Asma bronquial
Alergia Intolerancia a acido acetil salicilico
Intolerancia a alimentos
Vejiga
Colo-rectal
Esofagico
Renal
Cancer Leucemia
Hepatico
Pulmonar
Prostatico
Piel
Ateroesclerosis
Isquemia
Enfermedad Granulomatosa Crénica
Diabetes Mellitus
Sindrome de Down
Hepatitis
HIV
Influenza virus
Artritis reumatoide
Enfermedad de Alzheimer
Esclerosis lateral amiotréfica
Enfermedad de Parkinson
Catarata
Glaucoma

Corazdén y vascular

Enfermedades genéticas y
metabdlicas

Enfermedades infecciosas

Enfermedades
neurodegenerativas

Problemas oftalmoloégicos

(Turturro et al., 1999)

2.3 Sistemas de defensa antioxidante

En vista del dafio potencial que pueden causar los RL y los hidroperdxidos

sobre los componentes celulares, constituyéndose en agentes etioldgicos de
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enfermedades como cancer, es importante que la célula cuente con sistemas de
defensa complejos constituidos por agentes antioxidantes. Asi, cuando se incrementa
la produccion de RL, estos mecanismos se activan para controlar y estabilizar el
ambiente redox intra o extracelular. Los antioxidantes se definen como aquellas
sustancias que, presentes en bajas concentraciones respecto a la de un sustrato
oxidable, retardan o previenen la oxidacion. Al interactuar con el RL, el antioxidante

cede un electrén, se oxida y se transforma en un RL no toxico (Halliwell, 1999).

Los sistemas antioxidantes de produccion endogena pueden ser enzimaticos,
los de mayor importancia son la catalasa, la superoxido dismutasa y la glutation
peroxidasa y representan la primera barrera frente a la produccion de radicales libres
(Tabla 4). La segunda barrera antioxidante es de tipo no enziméatico y esta dada por
compuestos que actuan tanto a nivel celular como extracelular. Estos compuestos son
los responsables de la capacidad antioxidante de los fluidos biolégicos como el
plasma y dan proteccién a particulas y macromoléculas circulantes. Esta segunda
defensa esta formada a su vez por compuestos enddgenos y exdgenos Y, a diferencia
de las enzimas antioxidantes, se modifican al reaccionar con radicales libres y
necesitan ser reemplazados (Manach et al. 2004). Existen dos tipos de antioxidantes
(Urquiaga et al., 1999):

e Endogenos, dotados por el propio sistema biolégico. Entre éstos se encuentran el
glutatién, el urato, el ubiquinol y algunas proteinas plasmaticas, los cuales ejercen
un papel protector y son reemplazados por sintesis

e Exo0genos, que provienen de la dieta a través de los aportes de vitaminas E, C,
carotenoides, polifenoles, flavonoides y oligoelementos. Son llamados
antioxidantes dietarios y para ser reemplazados se necesitan ingerir en la dieta

nuevamente.
2.3.1 Los alimentos en la defensa antioxidante

Numerosos estudios epidemioldgicos permiten llegar a la conclusion de que la
dieta constituye el factor clave ambiental y una herramienta potencial para el control
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Tabla 4 Antioxidantes y sus efectos benéficos.

Antioxidantes

Superoxido dismutasa

Atrapa anion superdxido

Primera endogenos Catalasas Neutralizan peréxido de hidrégeno
Barrera enzimaticos
(Reparadoras) Cataliza la reduccion d sxido d
Glutation peroxidasa ataliza 1a reduccion de peroxido de
hidrégeno o peréxidos organicos
- Mantiene el poder antioxidante de las
Glutation . : .
enzimas dependientes de glutation
Antioxidantes Acido drico Quela RL y iones metalicos (hierro y
enddégenos no cobre)
enzimaticos
Melatonina Recolector de RL
Coenzima Q Amortigua el efecto de los RL, al actuar
como segunda barrera protectora
Atrapa radical hidroxilo y anion
superoxido
Alfa-tocoferol Neutraliza oxigeno singulete
Neutraliza los peréxidos
Segunda - . . —
Barrera Atrapa radical hidroxilo y anion

Antioxidantes
exdgenos o
dietarios
(Secuestradoras
de RL)

Acido ascérbico

superéxido

Regenera la vitamina E.

Neutraliza oxigeno singulete

Carotenoides

Neutralizan oxigeno singulete

Polifenoles

De forma directa atrapan RL

De forma indirecta quelan iones de
metales de transicién, reduciendo asi
su capacidad oxidante

Protegen de la oxidacién de las LDL

Regeneran a las vitaminas Ey C

12
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de enfermedades crénicas. Muchos componentes de la dieta estan cercanamente
interrelacionados e involucrados en varios estados de defensa antioxidante (Lampe,
1999). Existen varias razones biolégicamente plausibles por lo que el consumo de
frutas y vegetales disminuye o previene enfermedades crénicas. Tanto frutas como
vegetales son ricas fuentes de gran variedad de nutrimentos que incluyen vitaminas,
minerales, fibra y antioxidantes. Esta proteccion ha sido atribuida principalmente a
las vitaminas antioxidantes como C, E y beta caroteno. Sin embargo, cuando el papel
de estos antioxidantes individuales ha sido examinado por estudios epidemioldgicos
los resultados no son tan claros como en aquellos obtenidos para frutas y vegetalesy

a menudo se muestran en desacuerdo (Prior, 2003).

Una de las razones de esta variacion en los resultados podria ser que los
nutrimentos en los alimentos son complejos altamente interactivos. Esto equivale a
que el efecto total es mayor que el de la suma de sus partes es decir, la relacion
entre las partes es mas efectiva y funcional produciendo mas y mejores resultados
gue cualquier accién de una de las partes por separado (Rui, 2003). Existen
importantes razones de porque deben combinarse diversos antioxidantes: Cuando
todos los antioxidantes necesarios se diseminan por el cuerpo se comprometen en
un amplio espectro de actividades metabodlicas simultaneas. De esta manera, el
estrés oxidativo es reducido significativamente. Un ejemplo de lo anterior son las
vitaminas C y E, las cuales juntas tienen un efecto antioxidante mayor que cualquier
antioxidante solo (Mennen et al., 2005). Los suplementos pueden tener antioxidantes
similares a los contenidos en los alimentos pero carecen de la funcion y la sinergia

de los antioxidantes presentes en los alimentos (Halsted, 2003; Scott et al., 2004).

El estado nutricional de sujetos afectados puede, directa o indirectamente,
modificar su capacidad de defensa antioxidante y de ahi su susceptibilidad al estrés
oxidativo. Una alimentacién con alto contenido de vegetales y frutas se asocia con
reduccion en el riesgo de patologias en las que las EROs, procedentes de fuentes
exdgenas y endoégenas, podrian estar involucradas como dafio cardiovascular, varios
canceres comunes, dafio cerebro-vascular y otras enfermedades crénicas como

artritis reumatoide (Steinmetz y Potter, 1996; Ness y Powles, 1997). A medida que el
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individuo envejece, el balance esta a favor de los oxidantes, de ahi que es de vital
importancia el consumo de alimentos ricos en antioxidantes naturales para

contrarrestarlos (Cao et al., 1998; Young et al., 1999).

2.4 Compuestos fendlicos

Tanto frutas como vegetales tienen un alto contenido de antioxidantes y
fitoquimicos como la fibra, vitaminas, fitoesteroles, compuestos azufrados,
carotenoides, acidos organicos que contribuyen a la salud (Tabla 5). De igual forma,
tienen una variedad de compuestos polifenélicos que juegan un importante papel en
la prevencion de enfermedades cronico-degenerativas por su actividad como
antioxidantes (International Food Information Council Foundation, 2006). Este grupo
constituye uno de los mas numerosos y ampliamente distribuidos en el reino vegetal

ya que son producto del metabolismo secundario de las plantas (Sardesai, 1995).

Los compuestos polifendlicos abarcan a un considerable numero de
sustancias que poseen un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo (Figura 2).
La estructura de los polifenoles naturales varia desde simples moléculas como los
acidos fenodlicos a compuestos altamente polimerizados como son los taninos
(Manach et al., 2004). Diversos estudios ponen de manifiesto que los polifenoles
presentan mayor poder antioxidante en combinacion que de forma aislada (Ueda et
al., 1996).

Ciertos polifenoles pueden poseer caracteristicas carcinogénicas, genotoxicas
o0 bien pueden intervenir en la sintesis de hormona tiroidea o afectar la actividad
hormonal. Por ejemplo, las isoflavonas afectan la actividad estrogénica, ciertos
polifenoles inhiben la absorcion de hierro no heme, mientras que otros interactian
con agentes farmacologicos, alterando los efectos biolodgicos de los mismos o bien
poseen propiedades antinutricias debido a que alteran la digestibilidad de las
proteinas. Determinar si un fitoquimico es seguro o no, no es tan facil debido a que
se pueden desconocer otros componentes que acompafien al mismo. Los efectos
benéficos o adversos dependen de la dosis y la poblacién en la que se administren
(Mennen et al., 2005). Sin embargo, diferentes estudios epidemiolégicos muestran
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asociacion entre una dieta rica en polifenoles y la disminucién del riesgo de padecer
ciertas patologias especialmente las cardiovasculares y cancer (Scalbert y

Williamson, 2000).

Tabla 5. Antioxidantes dietarios y sus efectos benéficos en la salud.

Tipo de antioxidante

Posibles Beneficios

Betacaroteno

Neutraliza RL

Reduce el riesgo de eventos cardiovasculares
Refuerza el sistema inmune.

Mantiene una vision saludable.

Flavonoides

Refuerza los sistemas antioxidantes endégenos
Neutraliza RL

Previenen ACV y ECV

Previenen la inflamacion

Poseen efecto de vasodilatacion

Compuestos estrogénicos

Estabilizan a los mastocitos en reacciones alérgicas
Tienen efecto positivo sobre los mecanismos
involucrados en la salud cardiovascular.
Previenen la formacion de coagulos.

Contribuye al mantenimiento de la salud del tracto
urinario

Luteina Previene contra la degeneraciéon macular.
Licopeno Reduce el riesgo de cancer de préstata y de colon.
Acido Fitico Reduce el riesgo de cancer de colon

Fitoestrégenos

Reduce el riesgo de cancer de mama y colon.

Vitamina C

Ayuda a mantener la flexibilidad de los vasos
sanguineos beneficiando la presion sanguinea.
Mejora la respuesta inmune.

Vitamina E

Previene la formacion de coagulos sanguineos y la
formacion de plaquetas y la proliferacion de éstas
sobre las paredes arteriales

Reduce el riesgo de cancer previniendo la
proliferacion celular.

Previene la oxidacién de LDL

Selenio

Neutraliza RL
Fortalece el sistema inmune

(International Food Information Council Foundation, 2006)
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Acido Hidroxibenzoico Acido Hidroxicinamico
H,
o
=5

Acido Clorogénico

Resveratrol

Figura 2. Estructura quimica de polifenoles (Manach et al., 2004)

Algunos estudios han demostrado que las proantocianidinas tienen un efecto
cardioprotector debido a su habilidad para reducir o inhibir, directa o indirectamente,
la produccién de RL. Por lo anterior, disminuyen la vulnerabilidad del miocardio a una
reperfusion que induzca una arritmia, limitan el tamafio del infarto y facilitan la

recuperacion en modelos de cirugia global isquémica (Pataki et al., 2002).
2.4.1 Flavonoides

Dentro del grupo de los compuestos fendlicos, los flavonoides presentan
potente accidon antioxidante. En algunos experimentos, la capacidad antioxidante de
los flavonoides excede a la de Trolox o alfa tocoferol es decir, son mas efectivos
como antioxidantes in vitro (Rice-Evans et al.,, 1997). Los flavonoides y otros
compuestos fenolicos pueden quelar metales, afectar de sefializacion de la célula y

proteger contra el ataque de radicales libres tanto en ambientes lipidicos como
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acuosos (Rifici et al., 2002). La actividad antioxidante de los flavonoides resulta de
una combinacion de sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de
radicales libres (Bravo, 1998; Pérez, 2003).

Algunos autores se refieren ademas a la inhibicion de oxidasas, como la
lipoxigenasa (LO), la ciclooxigenasa (CO), la mieloperoxidasa (MPO), la NADPH
oxidasa y la xantina oxidasa (XO) evitando la generacion de EROs in vivo, asi como
hidroperoxidos organicos. Los flavonoides interfieren en las reacciones de
propagacion y formaciéon de RL, por lo que protegen al ADN del dafio oxidativo y
evitan la oxidacion de la vitamina E y la vitamina C en experimentos in vitro. Protegen
al alfa tocoferol de ser utilizado por los RL o evitan que se convierta en un radical
alfa-tocoferoxil, funcién que también ha sido sugerida para el acido ascérbico
(Waterhouse et al., 1996; Bravo, 1998; Keen, 2001; Schramm et al., 2001).

La estructura comun de los flavonoides consiste en dos anillos aromaticos
enlazados a través de 3 carbonos que usualmente forman un compuesto
heterociclico oxigenado. Las variaciones estructurales dentro de lo anillos subdividen
a los flavonoides en flavonoles, flavonas, flavanonas, antocianidinas, isoflavonas y
otros (Figura 3) (Manach et al., 2004).

2.4.2 Metabolismo y biodisponibilidad de los flavonoides

La biodisponibilidad de los flavonoides no esta aun bien establecida. Los
escasos datos indican que solo una pequefia parte del compuesto es absorbido y
como tal encontrada en plasma y orina. Los porcentajes de flavonoides recuperados
en orina estan entre el 7% y el 25% del compuesto ingerido. En el plasma humano
las concentraciones encontradas después de la ingesta son del orden de 1 uM y

decrecen rgpidamente (Scalbert y Williamson, 2000).

La mayoria de los polifenoles son probablemente demasiado hidrofilicos para
penetrar la pared intestinal por difusion pasiva. El transporte activo que se conoce es
dependiente de Na'. Las caracteristicas de absorcién estan determinadas por la

estructura del flavonoide. Sélo las agliconas de flavonoides y los glucésidos de
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flavonoides (unidos a glucosa) son absorbidos en el intestino delgado, donde son
rapidamente metabolizados en el epitelio intestinal a formas metiladas,
glucoronisadas o metabolitos sulfatados. De esta manera atraviesan la barrera
intestinal y pasan al higado donde se metabolizan. Las reacciones de conjugacion
facilitan la excrecion de estos compuestos. Las bacterias que normalmente colonizan
el colon también juegan un papel importante en el metabolismo de flavonoides y su
absorcion ya que los flavonoides no absorbidos pasan al colon donde se metabolizan
por la flora bacteriana. Los compuestos absorbidos y metabolizados por higado
pueden regresar a intestino via la circulacion enterohepética y alcanzar el colon en

forma quimica diferente (Ader et al., 1996).

Flavonas ' B

Isoflavonas

Figura 3. Estructura quimica de flavonoides (Manach et al., 2004)
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El colon tiene potencial catalitico e hidrolitico, realizando rapidamente
reacciones de desconjugacion y liberando a las agliconas. Algunas bacterias
hidrolizan estas agliconas hacia compuestos mas sencillos como acidos fenilacéticos
y fenilpropiénicos que pueden ser absorbidos. Estos metabolitos pueden retener
parte de la capacidad reductora de sus predecesores pues conservan grupos
fendlicos libres (Ader et al.,, 1996). En general, la biodisponibilidad de los
bioflavonoides es relativamente baja debido a la absorcion limitada y rapida
eliminacién. Mas aun, los flavonoides son rapida y extensamente metabolizados y las
actividades biologicas de sus metabolitos no son siempre las mismas que las de sus

predecesores (Scalbert y Williamson, 2000, Manach et al., 2004).

Siendo los polifenoles los antioxidantes mas abundantes de la dieta, la ingesta
total diaria puede ser de hasta 1 g/dia (Scalbert et al., 2005), mientras que la ingesta
promedio de flavonoides se estima en 23 mg/dia y la de flavonoles y flavonas se
sitia entre los 20 y 26 mg/dia, excediendo la de otros antioxidantes como el beta
caroteno (2-3 mg/dia), vitamina E (7-10 mg/dia) y vitamina C (70-100 mg/dia)
(Martinez-Flores et al., 2002)

2.5 Vitis vinifera

Pertenece a la familia de las Ampelidaceas del género Vitis. Es el fruto de
forma esférica, sincarpica y pulpa muy jugosa, que crece agrupandose en racimos de
la vid comun o vid europea por medio de zarcillos opuestos a las hojas en arbustos
por lo general trepadores (Noguera, 1972). Los principales paises vitivinicultores son:
Francia, Italia, Portugal, Alemania y Espafia, en Europa; Estados Unidos, México,
Chile, Uruguay y Argentina, en América; Sudafrica y el Sur de Australia (USDA,
2006).

La composicién de la uva varia segun se trate de uvas blancas, rojas o
negras. En ambas destacan dos tipos de azucares, principalmente glucosa y fructosa
y vitaminas como A, C, acido félico y vitamina B6. Uvas cultivadas en regiones frias
suelen tener menos azlcares. Entre los minerales, el potasio es el mas abundante y

se encuentra en mayor cantidad en uvas negras, el calcio y magnesio estan en
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cantidades moderadas y son mas abundantes en uva blanca. El fésforo también esta
presente en la composicion de las uvas, ademas del selenio, hierro, manganeso,
cobre y zinc. Por su contenido de fibra, la uva es un laxante suave (Asociacion
Agricola Local de Productores de Uva de Mesa). Los beneficios de la uva derivan
tanto de sus componentes nutrimentales como de los compuestos fenadlicos (Dell”Agli
et al., 2004).

2.5.1 Flavonoides en uva

Dentro de los compuestos polifendlicos en uva abundan diversas sustancias
con reconocidas propiedades benéficas a la salud, tales como flavonoides y taninos
responsables del color, aroma y textura caracteristicos de estas frutas (Lesschaeve y
Noble, 2005). Las uvas contienen una gran variedad de polifenoles, flavonas,
flavonoles, antocianinas y principalmente flavonoides (1000-1800 mg/mL) (Tabla 6),
éstos se encuentran también en la semilla y en la cascara de la uva (Singleton, 1983,
Kanner et al., 1994, Dell’Agli et al., 2004). Por lo que se refiere a su composicion,
varia grandemente aun entre variedades de la misma especie. La presencia de
polifenoles en plantas esta ampliamente influenciada por factores genéticos y
condiciones ambientales como son clima, suelo, fertilizacién, raleo, germinacion,
grado de madurez, procesamiento y almacenamiento (Bravo, 1998; Lachman et al.,
2004).

Los flavonoides presentan actividades biologicas importantes para la salud
como su potente accion antioxidante, debido a la inhibicion de oxidacién de
lipoproteinas de baja densidad evitando su depdésito en arterias (Kanner et al., 1994;
Harborne y Williams, 2000). Los flavonoides presentan ademas componentes
adicionales que ayudan en el combate a las enfermedades como es el caso del
resveratrol. Dicho fitonutrimento, encontrado principalmente en la piel de las uvas,
presenta notorias propiedades antiinflamatorias y se ha ligado con la prevencion de
ciertos tipos de céncer asi como con la reduccion de riesgo cardiovascular. Los

estudios con animales muestran que (Frankel y Meyer, 1998):

o Pueden contribuir a incrementar la longevidad.
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o Previenen muerte celular prematura.

o Presentan actividad antitumoral.

o Exhiben actividad antiinflamatoria no esteroidea.

o Inhiben la proliferacion de células de cancer de mama.

o Protegen contra dafios neuroldgicos cronicos.

o Evitan el dafio causado por poderosas neurotoxinas.

o Protegen, junto con otros antioxidantes, efectivamente contra el Parkinson,
protegiendo células nerviosas del dafio oxidativo.

o Inhiben la formacién de fibrillas alrededor de los nervios evitando el Alzheimer.

Tabla 6. Contenido de flavonoides en uvas enteras negras, rojas y blancas

(mg/100g) en base humeda.

Epicatequina 8.64
Epicatequina 3 galato 2.81
Epigalocatequina 0
Flavan 3 oles - P9 , d
Epigalocatequina 3 galato 0
Catequina 8.94
UVAS NEGRAS Galocatequina 0
Apigenina 0
Flavonas P ,
Luteolin 0
Kampherol 0
Flavonoles Myricetina 0.45
Quercetina 2.54
FI I Epi i 1.
UVAS ROJAS avan 3 oles plcatqulna 95
Flavonoles Quercetina 3.54
Flavan 3 ol Epi in 1.02
UVAS BLANCAS O VERDES avan 3 oles - plcaFeqUI a 0
Flavan 3 oles Epicatequina 3 galato 0.43

(USDA, 2003)

Las catequinas asi como otros polifenoles, son potentes secuestradores de
radicales libres (hidroxil, peroxil, superoxido y 2,2—-Difenil-1—picrilhidrazilo (DPPH)), y
son quelantes de hierro. Tienen actividad antioxidante en plasma humano retardando
la degradacion del alfa tocoferol y B-caroteno e inhiben la oxidacion de lipidos del

plasma. Algunos estudios han encontrado que tanto la (+) catequina como la (-)
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epicatequina tienen una capacidad secuestradora de RL 10 veces superior a la de L-
ascorbato y B-caroteno cuando se prueba en bacterias (Yilmaz, 2005). También
presentan actividad inhibitoria de enzimas clave involucradas en el ciclo celular,
inducen apoptosis en diferentes lineas celulares e inhiben la expresion de ciertos
genes relacionados con tumores, por lo que son candidatos idoneos en la prevencion
de cancer, enfermedades cardiovasculares y envejecimiento prematuro (Moskaug et
al., 2005).

El &cido galico es un acido fendlico también presente en las semillas y piel de
la uva, éste secuestra radicales peroxil y tiene actividad antioxidante al pH del
estdbmago ademas de actividad antifingica e induccién de apoptosis (Young, 2001).
Respecto a las proantocianidinas, su tamafio y composicion se relaciona con su
actividad antioxidante por lo que presentan diferencias como secuestrantes de RL y
en sus propiedades fisicoquimicas. Una posible aplicacion de algunas de las
fracciones de proantocianidinas esta en el campo de la preservacién de alimentos
como antioxidantes alimentarios y en el de proteccion contra cancer de piel (Torres et
al., 2002).

Los polifenoles en la uva decrecen la agregacion plaquetaria y la formacion de
lesiones arteriales estimulando la liberacion de éxido nitrico. Los flavonoides como la
guercetina y catequina juegan un papel importante en la prevencion del dafio
cardiovascular y cancer. Adicionalmente, estos flavonoides exhiben efectos
anticoagulantes, protegen al corazon y arterias contra el dafio oxidativo y reducen la
susceptibilidad de las lipoproteinas de baja densidad a la oxidacion (Van de Wiel et
al., 2001). El extracto de semilla de uva es rico en proantocianidinas. La
suplementaciéon de este fitoquimico es segura dependiendo del método de
extraccion. No se ha observado toxicidad en administracion oral en dosis de 0.5-2

g/kg de peso corporal en ratas (Mennen et al., 2005).

2.5.2 Polifenoles en bagazo de uva

En las zonas agricolas se estima que cerca del 13% del peso de las uvas
procesadas para la industria vitivinicola termina como subproducto después del
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prensado. El bagazo de la uva consistente de piel, semillas y raspén es una rica
fuente de polifenoles con actividades antioxidantes significativas y son materiales
crudos convenientes para la fabricacion de productos como complementos
alimenticios. La composicién del bagazo es de un 45% de cascarilla, 30% de semilla
y 25% de palillo en peso. Se ha estimado que el bagazo constituye el 12% del peso
de la uva fresca y presenta un contenido de humedad de 65% (Fantozzi y Betschart,
1981).

Durante el proceso de la elaboracion del vino la uva, una vez cosechada, se
presiona para extraer la parte liquida de la fruta o mosto en donde buena parte de los
compuestos polifendlicos se transfieren por migracién desde el bagazo. El mosto
sufre una fermentacion natural a través de las levaduras que se encuentran en la
superficie de la uva. Para el caso de vinos tintos se lleva a cabo una maceracion del
bagazo con el mosto de manera simultanea a la fermentacion para permitir la
migracion de compuestos como taninos, antocianinas y compuestos volatiles, entre
muchos otros, al vino. Durante la fermentacion del mosto, la temperatura puede
regularse entre 28 y 30° C. En estas condiciones, se obtiene un mayor contenido de
taninos en el vino con la consecuente disminucion de taninos y otros compuestos
polifendlicos residuales en el bagazo de uva. Sin embargo, una cantidad importante
de compuestos polifendlicos particularmente  flavonoles (catequinas vy
proantocianidinas) permanecen en el bagazo manteniendo una actividad antioxidante
significativa, aun siendo expuestos a altas temperaturas durante la destilacion, por lo
que se tiene particular interés en el aprovechamiento de estos subproductos para
obtener un producto con compuestos fendlicos con potencial bioactivo (Gonzalez-
Paramas et al., 2004). El bagazo contiene catequinas monoméricas y oligoméricas

(flavan—3-oles, proantocianidinas) y flavonoles glicosilados (USDA, 2003).
2.5.3 Usos potenciales del bagazo de uva.

El bagazo de uva ha sido utilizado como sustrato en procesos de compostaje

en diferentes paises como Francia, Alemania, Espafia, Yugoslavia, Argentina e Israel
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(Faure y Deschamps, 1990). En Espafa, Italia y Grecia se obtiene un aguardiente
llamado orujo mediante otra fermentacion y destilacion del bagazo (Flanzy, 2000).

De la aplicaciéon del bagazo en la tecnologia de los alimentos se ha obtenido
un aceite comestible de potente capacidad antioxidante, extrayéndose uUnicamente
de las semillas (Gofii et al., 2007; Yemis et al., 2008). También se ha encontrado que
los compuestos fendlicos actian como inhibidores de la oxidacién de los lipidos de
algunas carnes congeladas. En Brasil la uva permite aumentar la vida Gtil de la carne
de pollo congelada o refrigerada ya que los fenoles extraidos del bagazo de la uva
(cascara y semilla) ayudan a retrasar la oxidacion lipidica de la carne de pollo
procesada y mantenida en refrigeracion. Ademas, por poseer propiedades
antibacteriales se ha empezado a utilizar como conservador natural (Ozkan et al.,
2004; Goiii et al., 2007).

En México, la industria vitivinicola genera una gran cantidad de residuos y
generalmente su eliminacion sugiere un problema. Aproximadamente de cada 100 kg
de uva procesada se obtienen de 15-20 kg de bagazo (hollejos, semillas y racimos)
(Usaquén-Castro et al, 2006), que practicamente la industria vitivinicola de nuestro

pais, solo desecha.
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I1l. JUSTIFICACION

El bagazo de uva es un subproducto de la industria vitivinicola y puede
significar una fuente rica de antioxidantes a un bajo costo. En México no se
aprovecha este producto secundario pues la mayor parte se desperdicia y sélo una
pequefia proporcion se utiliza para complementar alimento para animales o como

fertilizante.

Por lo anterior, el presente proyecto pretende determinar las caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales del extracto acuoso de bagazo de uva roja asi como el
contenido de compuestos fendlicos, su capacidad antioxidante y efecto sobre células
de cancer humano. Los resultados obtenidos permitiran determinar el potencial del

bagazo de uva para ser utilizado para consumo humano.
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IV. HIPOTESIS

El extracto acuoso de bagazo seco de uva roja es una rica fuente de
compuestos polifendlicos con propiedades fisicoquimicas, sensoriales 'y

nutracéuticas adecuadas.
V. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y nutracéuticas del
extracto acuoso de bagazo de uva roja obtenido después del proceso de
fermentacion de vino tinto asi como su contenido de los compuestos fendlicos,

capacidad antioxidante y efecto sobre células de cancer de mama.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Optimizar el proceso de extraccion acuosa en caliente de los compuestos
fendlicos y taninos condensados en bagazo seco de uva roja.

2. Determinar la estabilidad y el tiempo vida media de los compuestos fendlicos
totales y taninos condensados del extracto acuoso en caliente del bagazo de
uva roja seco.

3. Determinar el tipo de compuestos fendlicos totales y taninos condensados en
el extracto acuoso en caliente de bagazo seco de uva roja mediante HPLC.

4. Determinar las caracteristicas fisicoquimicas del extracto acuoso en caliente
del bagazo seco de uva roja.

5. Realizar la evaluacion sensorial del extracto caliente de bagazo seco de uva
roja.

6. Determinar la capacidad antioxidante del extracto acuoso en caliente del
bagazo seco de uva roja.

7. Determinar el efecto citotdxico sobre células de cancer de mama ZR-75-1.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Obtencion del material biolégico.

Se utilizo el bagazo (piel, semilla y raspdn) de una mezcla de tres variedades
de uva roja utilizadas para la elaboracion de vino tinto (Cabernet Sauvignon,
Tempranillo y Syrah, 80:10:10) de la cosecha de Septiembre del 2007 donadas por la
empresa Cavas Freixenet. Las muestras se colectaron después del estrujado de la
uva una vez transcurrida la maceracion-fermentacion. Fueron secadas en horno de
conveccion forzada a 40° C por 72 horas y posteriormente irradiadas con luz
ultravioleta por 5 segundos. El bagazo seco se limpié para eliminar particulas
extrafias, se trituré dejando la piel, semillas y raspon y se almaceno a temperatura

ambiente, protegido de la luz, en un lugar fresco y seco.
6.2 Extraccién acuosa caliente del bagazo seco de uva roja.

Con la finalidad de optimizar el proceso de extraccion acuosa caliente se
calentaron 250 mL de agua tridestilada a punto de ebullicion, se agregaron a 1.5, 7.5
y 15 g de bagazo de uva seco que se dejaron reposar por 7 minutos, posteriormente
se decantaron para obtener el sobrenadante, al cual se le determiné el contenido de
compuestos fendlicos totales (FT) y taninos condensados (TC). Una vez determinada
la concentracion adecuada para la extraccion de los compuestos fendlicos se
determind el tiempo de extraccion probando a 5, 7, 10 y 15 min en 250 mL de agua a

temperatura de ebullicion.

6.2.1 Determinacion de los Taninos Condensados del extracto acuoso caliente

del bagazo seco de uvaroja.

Los TC se cuantificaron de acuerdo al ensayo de la vainillina (Price et al.,
1978; Desphande y Cheryan, 1985) modificado para microplaca. El método se basa
en la condensacion de la vainillina con proantocianinas en soluciones &cidas. La
vainillina protonada es un radical electrofilico débil que reacciona en medio acido con

el anillo del flavonoide en la posicibn 6 u 8. El producto intermediario de esta
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reaccion se deshidrata rapidamente para dar un producto coloreado. La reaccion se
verifica entre la vainillina y los flavonoides como catequina. Brevemente, se midieron
40 pL de extracto acuoso y se colocaron en una placa de 96 pozos, adicionandole
200 pL del reactivo de vainillina (vainillina 1% en metanol y HCI 8% en metanol en
proporcion 1:1) recién preparado en cinco vueltas de 40 uL cada una. Por otro lado,
se preparo un blanco de muestra con 40 pL del extracto mas 200 uL de HCl al 4% en
metanol. La reaccion de ambas muestras se llevé a cabo a una temperatura de 30° C
durante 20 min. Finalmente la muestra se ley6 a una absorbancia de 492 nm en un
lector de placas marca Thermo Electron modelo Multizkan Ascent. La concentracion
de TC se calculé comparando con una curva estandar de (+) catequina (y = 0.5073x
— 0.0001; R? = 0.9986) cuyas concentraciones fueron: 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10,
0,12, 0,14, 0.16, 0.18 y 0.20 mg/mL. Los resultados obtenidos se expresaron como

mg equivalentes de (+) catequina por mililitro de muestra (mg eq (+)Cat/mL).

6.2.2 Determinacién de los Fenoles Totales del extracto acuoso caliente del

bagazo seco de uvaroja.

Los FT del extracto acuoso caliente del bagazo de uva roja se determinaron
con el método de Folin Ciocalteu de Singleton y Rossi (1965) modificado para
microplaca. Este método se basa en la reduccion del &cido gélico por compuestos
fendlicos en presencia de un alcali (carbonato de sodio); el producto da una
coloracién cuyo pico maximo de absorbancia es a los 760 nm. Brevemente, la
extraccidon de los fenoles totales se realizé a partir de 12.5 pL del extracto que se
colocaron en una placa para ELISA de 96 pozos de fondo plano, a lo que se les
afiadieron 50 uL de agua tridestilada y 12.5 pL del reactivo de Folin Ciocalteu. La
muestra se agitd y dejo reposar por 6 min para posteriormente anadirle 125 yL de
una solucién de carbonato de sodio al 7% y se agitd nuevamente. Después se
afiadieron 100 pyL de agua tridestilada para ajustar el volumen a 300 pL y se agitd
nuevamente. Finalmente se dej6 reposar por 90 min y se ley6 en un lector de placas
marca Thermo Electron modelo Multiskan Ascent a 760 nm. La concentracion de FT
se obtuvo comparando con una curva estandar de acido gélico (y = 4.8528x —
0.0336; R? = 0.9987) cuyas concentraciones fueron: 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10,
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0,12, 0,14, 0.16, 0.18 y 0.20 mg/mL. Los resultados se expresaron en mg

equivalentes de acido galico por mililitro de muestra (mg eq AG/mL).

6.3 Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de los compuestos fendlicos

en el extracto acuoso de bagazo seco de uva roja.

Para evaluar la estabilidad de los compuestos fendlicos en el extracto acuoso
se determind el contenido de FT (cada 24 h durante 96 h) y TC (0, 2, 4, 6, 12, 24, 36
y 48 h) a 4, 25 y 37° C. Posteriormente se calculd la constante de velocidad, el
tiempo de vida media y la energia de activaciéon mediante las siguientes ecuaciones

para cinéticas de primer orden (Brown et al., 2004):

6.4 Determinacion parcial de los compuestos fendlicos en el extracto acuoso
mediante HPLC.

Con la finalidad de determinar parcialmente los compuestos fendlicos del
extracto acuoso caliente de bagazo de uva roja se pesaron 15 g de bagazo seco de
uva roja y se colocaron en 250 mL de agua tridestilada a temperatura de ebullicion.
Se dejo reposar por 7 minutos y posteriormente se filtré con una membrana de 0.2
um. El filtrado fue colocado en un vial en el equipo HPLC (Agilent 11000) para su
analisis por fase reversa (Ramamurthy et al., 1992). La fase mévil corrié a 1.5 mL/min
utilizando una columna Zorbox C18 de 15 cm y consistié en el solvente A (acido
acético al 2%) y solvente B (agua tridestilada al 68% con acetonitrilo al 30% y 2% de

acido acético). El gradiente del solvente fue programado de 10 a 100 % de B en A
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durante 30 minutos. El detector UV se programé a una longitud de onda de 280 nm
con un volumen de inyeccion de 20 pL. Los estandares utilizados fueron: acido
siringico, acido benzoico, catequina, acido clorogénico, acido galico, epicatequina,

acido salicilico, acido vinilico, vainillina, acido caféico y acido ferdlico.

6.5 Caracterizacion fisicoquimica del extracto acuoso caliente del bagazo de

uvaroja.

Con la finalidad de determinar los parametros fisicoquimicos del extracto
acuoso caliente de bagazo de uva roja, se pesaron 15 g de bagazo seco de uva roja
y se colocaron en 250 mL de agua tridestilada a temperatura de ebullicién. Se dejé
reposar por 7 minutos y posteriormente se filtr6. A partir de este extracto se
determinaron sus caracteristicas fisicoquimicas. ElI pH se obtuvo utilizando un
potenciometro Termo Oribn modelo 410 a temperatura ambiente. La acidez se
determino titulando 50 mL del extracto con solucion de NaOH 0.1N valorada. Los
grados Brix se obtuvieron colocando una gota del extracto en un refractdmetro Atago
y se midio el contenido de azUcares disueltos de la muestra a temperatura ambiente.
Los parametros de color se obtuvieron mediante un colorimetro Minolta modelo CM
2002.

6.6 Evaluacion sensorial.

Con la finalidad de determinar las caracteristicas sensoriales del extracto
acuoso en caliente del bagazo de uva roja, se pesaron 60 g de bagazo seco y se
dejaron reposar por 7 minutos en 1 L de agua potable en ebullicion. Se prepararon 4
muestras diferentes: extracto natural, extracto adicionado con 40 mL de jugo de
limén por L, extracto adicionado con 50 g de azucar por L y extracto adicionado con
limén y azucar. El andlisis se realizé mediante un cuestionario (Anexo 1) en el que se
evaluo la vista, el aroma, el sabor y el resabio mediante escala heddnica con valores
del 1 al 5 (desagradable-indiferente-agradable), con 50 jueces no entrenados, de
sexo indistinto, entre 20 y 45 afios de edad, no fumadores.
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6.7 Determinacion de la capacidad antioxidante.

Los métodos de determinacion de la actividad antioxidante se basan en
comprobar que un agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable,
dafio que es inhibido o reducido en presencia de un antioxidante. Esta inhibicion es
proporcional a la actividad antioxidante del compuesto o muestra. Los distintos
meétodos difieren en el agente oxidante, en el sustrato empleado y la técnica utilizada,
asi como en las posibles interacciones de la muestra con el medio de reaccion
(Frankel y Meyer, 2000). Con la finalidad de determinar la capacidad antioxidante del
extracto acuoso caliente del bagazo de uva roja se determiné ésta por tres diferentes

métodos:

a) Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) (Re et al., 1999). El método
monitorea la actividad antioxidante de flavonoides, carotenoides y antioxidantes
plasmaticos. El radical monocation estable de ABTS (2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina 6-acido sulfénico) se genera con la oxidacion del ABTS por el
persulfato de potasio y se reduce en presencia de antioxidantes donadores de
hidrégeno. Brevemente, se preparo el radical ABTS 12 horas antes de ser utilizado,
posteriormente se diluyé en PBS para obtener una absorbancia final de 0.7 + 0.02 a
una longitud de onda de 734 nm. Se adicionaron 990 pL del radical ABTS y se ley6 la
absorbancia, posteriormente se adicionaron 10 puL de muestra y se midié su
absorbancia a los 6 minutos. La capacidad antioxidante se determiné interpolando el
diferencial en la curva de calibracion previamente elaborada con Trolox. Las
concentraciones utilizadas fueron de 100, 500, 1000, 1500, 2000 y 2500 uM de
Trolox y la ecuacién de la recta obtenida fue de y = 0.0002x - 0.0079 con una R? =
0.9987. Los valores se reportaron en uM eq de Trolox 6 pmol eq de Trolox por gramo

de bagazo (umol eq Trolox/q).

b) Habilidad Reductora Férrica de Plasma (FRAP) (Benzie y Strain, 1996). El
método mide cualquier solucion que contenga uno o varios antioxidantes (incluido el
plasma) y se basa en la reduccién del complejo i6n férrico-(2, 4, 6-tripiridil-s-triazina)
(FE**-TPTZ) a FE™-TPTZ. Brevemente, se tomaron 60 pL de muestra y se le
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adicionaron 240 pL de la solucién 10:1:1 compuesta por buffer de acetatos (300 mM,
pH 3.6), TPTZ (10 mM en HCI 40 mM) y cloruro férrico (20mM) y se leyo la
absorbancia a 595 nm. Los valores se compararon con una curva patron realizada
con acido ascorbico (AA) a concentraciones de 0, 50, 100, 250, 500, 750 y 1000 puM.
La ecuacion de la recta utilizada fue y = 0.0062x + 0.0448, con una R? = 0.9998. Los
valores se reportaron en uM eq de AA 0 pmol eq de AA por gramo de bagazo (umol
eq AA/g).

c) 2,2 - Difenil-1—picrilhidrazilo (DPPH) (Brand-Williams et al., 1995) ElI método
mide compuestos de acido ascoérbico o isoascorbico en soluciones metandlicas. La
actividad antioxidante se determiné usando el radical libre DPPH. En ésta forma la
absorcion méxima del radical es a 515 nm. El DPPH es reducido por accion del
antioxidante (acido ascérbico), se determina el decremento de la absorbancia.
Brevemente, se tomaron 10 pL de muestra y se le adicionaron 290 yuL de DPPH
2.28% (p/v), se dejo reposar a temperatura ambiente y oscuridad por 30 minutos y
posteriormente se leyd la absorbancia. El valor de la capacidad antioxidante se
obtuvo al interpolar el diferencial de la absorbancia en una curva patron construida
con las concentraciones de 0, 50, 100, 250, 500, 750 y 1000 uM. de acido ascorbico.
La ecuacién de la recta utilizada fue y = 0.0765x - 0.667, con una R? = 0.9993. Los
valores se reportaron en uM eq de AA 6 pumol eq de AA por gramo de bagazo (umol
eq AA/Q).

6.8 Efecto Citotoxico sobre células de cancer de mama.

Con la finalidad de contar con un concentrado de compuesto fendlicos del
bagazo de uva roja se pesaron 150 g del bagazo seco y se colocaron en 250 mL de
agua tridestilada a temperatura de ebullicion, se dejo reposar por 7 minutos, se filtro,
se liofiliz6 y se almacen6 a -20° C protegido de la luz. Se pesaron 150 mg de
liofilizado, se colocaron en 25 mL de agua tridestilada a temperatura ambiente y se

determind el contenido de FT y TC como se describid anteriormente.

Para determinar el efecto citotoxico de los compuestos fendlicos del bagazo

de uva roja se prepararon concentraciones de FT entre 0.3 y 0.001 mg de FT/mL de
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medio de cultivo libre de suero, suplementado con albumina sérica de bovino (ASB)
(Serological No. A440) al 0.5%. Brevemente, se sembraron células ZR-75-1 de
cancer de mama ductal (American Type Culture Collection) a 3x10* células por pozo
en placas de 24 pozos (Nunc) en DMEM alto en glucosa (Gibco, No. 11995) con 10%
de suero fetal bovino (Gibco No. 10091), L—Glutamina (Gibco, No. 25030), piruvato
de sodio (Gibco, No. 11360), antibidticos: estreptomicina (Sigma No. S9137)
100mg/L y penicilina G (Sigma No. P3032) 62.1 mg/L y antimicético: anfotericina
(Gibco No. 04195780 D) 1mg/mL. Después de 48 horas, se les agregaron las
diferentes concentraciones de bagazo de uva liofilizado y se determind el nimero

celular a las 24 h por recuento directo al microscopio (Garcia-Gasca et al., 2002).
6.9 Anadlisis estadistico.

Se realiz6 la comparacibn de medias por medio de ANOVA para la
caracterizacion nutracéutica mediante el método de Tukey (p<0.05) para la
comparacion entre tratamientos y Dunnett (p<0.05) para comparacion entre cada
tratamiento contra el control. Para el estudio sensorial se realizé la prueba de t de
student (p<0.05).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Extraccion acuosa en caliente de los fenoles totales (FT) y taninos

condensados (TC) del bagazo seco de uva roja.

Con la finalidad de lograr la mejor extraccion acuosa de compuestos fendlicos
de bagazo seco de uva roja se optimizo el proceso en caliente a partir de diferentes
concentraciones de bagazo. La cantidad de FT y TC del bagazo seco de uva roja
fueron expresados en mg eq de &cido galico (AG) y mg eq de (+) catequina ((+) Cat),
respectivamente (Figura 4). Se determiné que la extraccion maxima (p<0.05) se logré
a partir de 15 g/250 mL de agua durante 7 minutos a temperatura de ebullicion. Las
concentraciones obtenidas fueron de 1.86 mg eq AG y 1.036 mg eq (+) Cat por
gramo de bagazo seco, respectivamente. Posteriormente se determin6 que el tiempo
optimo de extraccion fue de 7 minutos a temperatura de ebullicién; no se observaron

diferencias estadisticas a 10 y 15 minutos.

En términos de concentracion de FT, los resultados obtenidos indican que el
extracto acuoso de bagazo de uva roja presentd 111.6 mg eq AG/L. Al comparar
dicha concentracién con las obtenidas para tés comerciales o preparados en fresco,
se observa que se encuentra dentro del intervalo (25-350 mg eq AG/L) (Rueda,
2004). Sin embargo, es importante hacer notar que, para este estudio, la extraccion
se vio limitada por el tamafio de particula ya que se utilizé bagazo seco, triturado,
pero no molido, debido a que el objetivo del presente trabajo era determinar la
extraccion en la forma como cominmente se preparan los tés. Lo anterior sugiere
que los compuestos fendlicos de la semilla no fueron extraidos ya que éstas se
encontraban enteras y representan aproximadamente el 30% del bagazo de uva
(Usaquen-Castro et al., 2006). Por lo anterior, es muy probable que la disminucion
del tamafio de particula mediante la molienda, incluyendo a la semilla, pueda

aumentar la cantidad y composicion de compuestos fenolicos de bagazo de uva roja.

El vino tinto representa una rica fuente de compuestos fendlicos,
principalmente antocianinas, taninos y flavonoides. El contenido de FT de vino tinto

oscila entre 1,000 y 4,000 mg/L. En este caso es posible observar que el bagazo de
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Figura 4. Efecto de la concentracion de bagazo (A) y tiempo de extraccion (B) en la
recuperacion de compuestos fendlicos totales y taninos condensados. (A) Se extrajo el
bagazo de uva roja en agua hirviendo por 7 minutos a 1.5, 7.5, 15, 20, 25 y 30 g de bagazo
en 250 mL de agua tridestilada y se determinaron los FT y TC. (B) Se obtuvo el extracto con
15 g de bagazo en 250 mL de agua tridestilada a temperatura de ebullicién por 5, 7, 10 y 15
minutos y se determinaron los FT y TC. Las letras mindsculas representan diferencia

estadistica significativa entre tratamientos para cada determinacion de forma independiente
(Tukey, p<0.05).
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uva conserva entre el 3y el 10% de los FT que contiene el vino tinto (Bengoechca et
al., 1997; Scalbert y Williamson, 2000). Por otro lado, se ha estimado que la ingesta
media de flavonoides se encuentra entre 23 y 125 mg/dia (Hertog et al., 1996;
Martinez-Valverde y Periago, 2000; Martinez-Flores et al., 2002). Los resultados
obtenidos sugieren que 250mL de extracto acuoso de bagazo de uva roja contienen
28 mg de FT dentro de los cuales 16 mg corresponden a TC, lo que sugiere un

aporte importante de éstos compuestos.

7.2 Estabilidad y tiempo de vida media de los fenoles totales y taninos

condensados en el extracto acuoso de bagazo seco de uva roja.

Se determind el efecto de la temperatura sobre la estabilidad de los
compuestos fendlicos. No se observé efecto sobre FT hasta las 96 horas, mientras
qgue los taninos condensados mostraron una vida media de 19, 7.7 y 4.3 h para los
tratamientos a 4, 25 y 37° C, respectivamente considerando 12 horas de incubacion
(Figura 5). Se calcul6 la energia de activacion para la degradacién de TC entre las
diferentes temperaturas utilizando la ecuacion de Arrhenius, la cual se encontré en
promedio de 33 kJ/mol (7.89 kCal/mol).

Por una parte se ha establecido que las epicatequinas del té verde son
relativamente estables pues, en exposicion prolongada en agua a ebullicion, se
pierde aproximadamente el 15% de estos compuestos (Manach et al., 2004). Sin
embargo, Delgado-Vargas et al. (2000) informaron que altas temperaturas inducen a
destruccion logaritmica de las antocianinas con el tiempo de calentamiento a
temperatura constante. Los resultados obtenidos muestran que los TC presentes en
el bagazo de uva roja son sensibles a la temperatura y se requiere poca energia para
degradarlos.
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Figura 5. Estabilidad de los fenoles totales(A) y taninos condensados (B) del extracto
acuoso caliente de bagazo de uva roja. Valores obtenidos por gramo de bagazo seco. Se
obtuvo el extracto con 15 g de bagazo y 250 mL de agua HPLC a punto de ebullicion por 7

min. Se incubd por diferentes tiempos a 4, 25y 37° C y se cuantificaron los FT y TC.
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7.3 Caracterizacion parcial de los fenoles totales y taninos condensados del
extracto acuoso en caliente del bagazo seco de uva roja mediante HPLC.

Se realiz6 un perfil cromatogréafico por HPLC para el extracto acuoso caliente
del bagazo seco de uva roja (Figura 6). Los componentes mas abundantes se

muestran en la Tabla 7.

Las frutas rojas como la uva constituyen una de las principales fuentes de
compuestos fendlicos, especialmente acido benzoico y cinamico, antocianidinas,
flavonoles, catequinas y taninos (Garcia-Alonso et al., 2002). Estudios realizados por
Shanmuganayagam et al. (2002) mostraron que la semilla y la piel de la uva contiene
principalmente cuatro tipos de compuestos fendlicos: acido hidroxicinamico,
flavonoles, antocianinas y oligomeros de catequina, epicatequina y acido galico.
Clifford (2002) reporté que los antocianos son los constituyentes mayoritarios del
zumo de uva, seguidos del acido cinamico, flavonoles y estiblenos, al igual que en el
vino, aunque estos se encuentran en mayor proporcion en el zumo. Por su parte, el
bagazo de uva contiene principalmente catequinas monoméricas y oligoméricas asi
como flavonoles glicosilados (USDA, 2003). Los resultados obtenidos muestran

predominancia de acidos fendlicos y taninos condensados en la muestra estudiada.

7.4 Caracterizacion fisicoquimica y sensorial del extracto acuoso en caliente

del bagazo seco de uvaroja.

Los parametros fisicoquimicos determinados se muestran en la Tabla 8 y los
atributos sensoriales se observan en la Tabla 9. La acidez titulable y el pH mostraron
que el extracto acuoso de bagazo de uva roja presenta caracteristicas &cidas,
similares a otras frutas como zarzamora, fresa, limén, toronja, mandarina, naranja,
manzana, cereza, ciruela, durazno que se encuentra en pH 2.5-4.5. Al comparar con
algunos tipos de té, como el té negro y el té verde con pH 4.5-5.5 (Hallberg vy
Rossander, 1984) se observa que el extracto acuoso de bagazo de uva roja fue mas
acido, probablemente por la cantidad de &cidos fendlicos que contiene, como

siringico y benzaico.
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Figura 6. Perfil cromatogréafico del extracto acuoso de bagazo de uva roja. Se obtuvo el

extracto acuoso con 15g de bagazo y 250mL de agua tridestilada a punto de ebullicion por 7

minutos. Se llevé a cabo una cromatografia fase reversa utilizando una columna Zorbox C18.

Tabla 7. Principales compuestos fendlicos en el extracto acuosos de bagazo de

uva roja determinados mediante HPLC.

TIEMPO DE TIEMPO DE FACTOR
;IEE"\[QZ%I())EN RETENCION RETENCION NOMBRE C'?:T?_’?‘D DE
REFERENCIA | CALIBRACION Sl PUREZA
6.914 7.5 6.84 CATEQUINA 19.28358 993
(flavan 3 oles)
9.433 9.39 9.39 ACIDO SIRINGICO | 16.65003 999
(4cido fendlico)
2.35 2.45 2.34 ACIDO GALICO 12.19863 968
(4cido fendlico)
10.203 10.85 10.15 EPICATEQUINA 7.55003 995
(flavan 3 oles)
8.228 8.7 8.17 ACIDO VANILICO 4.15373 989
(acido fendlico)
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Tabla 8. Parametros fisicoquimicos del extracto acuoso de bagazo de uva roja.

Acidez Colorimetria
) pH °Bx
titulable (%) L a B
30.87 + 2.33|3.56+0.09 | 0.55+0.05 |5298 + 2.63| 459+ 2.3 |58 + 2.19

Tabla 9. Analisis sensorial del extracto acuoso de bagazo de uva roja.

MUESTRA VISTA AROMA SABOR RESABIO
Natural 3.7+0.9 28+10a | 26+1.0a 2+1.6
Extracto con limén 3.9+0.8 3.8+0.8b 29+1.12 2.1+1.6
Extracto con azlcar 3.9+0.9 3.3+09b 42+08b 1.7+1.9
Extracto con limény
azucar 4+1.0 3.9+09b | 3.6 +1.4b 2.1+1.9
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Los flavonoides son compuestos responsables del color natural de los
alimentos. Las antocianidinas presentan coloraciones rosadas, rojas, azules y
violetas; mientras que las coloraciones amarillas son debido a la presencia de
flavonoles, flavonas, flavononas e isoflavononas (Belitz y Grosh, 1988; Shahidi y
Naczk, 1995). La colorimetria del extracto mostré una luminosidad (L) intermedia y la
mezcla de dos colores primarios: rojo (a) y amarillo (b), dando como resultado una
solucion color pardo rojizo (Figura 7). La longitud de onda dominante se encontrd
entre 500 y 520 nm, lo que corresponde a la absorbancia de tonos verde-amarillo
(CIE L*A*B* System). En el analisis sensorial, el color del extracto resulté agradable

a la vista de acuerdo a la escala utilizada.

Debido a que la mayoria de los azUcares de la uva se encuentran disueltos en
el jugo, el contenido de éstos en el bagazo es muy bajo, tal como muestra el
resultado obtenido para grados Brix, por lo que se considera que no presente un
sabor dulce. El sabor del extracto natural resulté medianamente desagradable,
principalmente acido. Los compuestos fendlicos, son en parte, responsables del
sabor, las flavonas son responsables del sabor amargo ademas de ciertos glicosidos
flavondnicos, el acido clorogénico y acidos hidroxicinamicos (Shahidi y Naczk, 1995).
El sabor astringente, por otra parte, se debe principalmente a la presencia de taninos
condensados o proantocianidinas (Haslam vy Lilley, 1988). Las muestras de extracto
con limoén resultaron medianamente desagradables pero mejoro la aceptabilidad al
agregar azucar. El resabio no fue detectado por todos los jueces sin embargo, los
qgue lo detectaron lo calificaron como desagradable. El aroma fue medianamente
agradable para la muestra de té natural mientras que las muestras con azucar y/o
limén resultaron agradables. La muestra que mostré6 mayor aceptabilidad fue la que

contenia 50 g/L de azucar, considerada como agradable.
7.5 Capacidad antioxidante del extracto acuoso del bagazo seco de uva roja.

Los polifenoles son los antioxidantes mas abundantes de la dieta y se
encuentran en diferentes fuentes (Scalbert et al., 2005). Se sintetizan como

metabolitos secundarios con funciones de defensa y, ademas de parcialemnte
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Figura 7. Andlisis colorimétrico del extracto acuoso de bagazo de uva roja. Se obtuvo el
extracto acuoso con 15 g de bagazo y 250 mL de agua tridestilada a punto de ebullicién por
7 min y se determinaron los parametros a, b y L. El circulo muestra el color resultante de la

combinacion de rojo (a) y amarillio (b) con una luminosidad de 53. (CIE L*A*B* System).
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responsables de las propiedades de color, astringencia y sabor de los vegetales, su
estructura quimica les permite secuestrar radicales libres debido a la facilidad de
donar el atomo de hidrogeno de su grupo hidroxilo aromatico y la estabilidad

resultante que soporta un electron desapareado (Pannala et al., 2001).

Los compuestos fendlicos presentan diferente capacidad antioxidante, los
antocianos y flavonoles muestran valores menores que los acidos fendlicos (Fogliano
et al., 1999, Arnous et al.,, 2001; Fernandez—Pachodn et al., 2004). La capacidad
antioxidante de los polifenoles depende del numero y la localizacion de los grupos
hidroxilo que contiene su estructura (Rice-Evans y Miller, 1996). Las catequinas asi
como otros polifenoles, son potentes secuestradores de radicales libres (hidroxil,
peroxil, superoxido y DPPH), y son quelantes de hierro (Yilmaz, 2005). El acido
galico es un acido fendlico también presente en las semillas y piel de la uva y
secuestra radicales (Young, 2001). Respecto a las proantocianidinas, su tamafno y
composicién se relaciona con su actividad antioxidante por lo que presentan
diferencias como secuestrantes de RL y en sus propiedades fisicoquimicas (Torres et
al., 2002).

La Tabla 10 muestra la capacidad antioxidante del extracto acuoso de bagazo
de uva roja. Al comparar los resultados obtenidos con datos reportados para
concentrados de frutas y bayas como uva (344 pmol eq Trolox/g), grosella (313 pmol
eqg Trolox/g), cereza (321 umol eq Trolox/g) (B6hm et al., 2000) y zarzamora 35.7-
48.55 umol eq AA/g (Moyer et al.,, 2002) se observa que el extracto acuoso de
bagazo de uva roja presenta buena capacidad antioxidante. Se ha determinado que
la capacidad antioxidante de vino tinto es en promedio de 10.8 mM eq Trolox
(Fernandez-Pachédn et al., 2006), 10 veces mas que la encontrada para el extracto
acuoso del bagazo estudiado. Los resultados sugieren que la capacidad antioxidante
determinada para el bagazo proviene principalmente de compuestos fendlicos de la
piel ya que, en este caso, no se recuperaron los compuestos fendlicos presentes en

la semilla.
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Tabla 10. Capacidad antioxidante del extracto acuoso de bagazo de uva roja.

TEAC 198.6 + 9.46 umoles eq Trolox/g de bagazo
FRAP 87.8 + 0.96 umoles eq AA/g de bagazo
DPPH 88.21 + 0.41 umoles eq AA/g de bagazo
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7.6 Efecto citotoxico sobre células de cancer de mama ZR-75-1

Con la finalidad de conocer la actividad citotéxica del bagazo seco de uva roja,
se prepar6é un concentrado de FT que fue liofilizado, al que se le determind el
contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante mediante TEAC
(Tabla 11). El extracto acuoso de FT del bagazo de uva roja mostro efecto citotdxico
en funcién de la concentracién (Figura 8), con una concentracion letal 50 (CLsp) de
0.131 mg FT/mL.

Se ha observado que compuestos fendlicos presentes en té verde y té negro
como epigalocatequin-3-galato y epigalocatequina son responsables del efecto
inhibitorio sobre lineas celulares de diferentes tipos de cancer humano (Yang et al.,
2000). La concentracion minima para inhibir la transformacion preneoplasica de
células de mama se ha observado entre 1-2 pg/L de epigalocatequin-galato (Katdare
et al., 1998). Se ha descrito que los fendlicos de té provocan arresto del ciclo celular
o la induccion de apoptosis en células cancerigenas, posiblemente a través de su
accion prooxidante (Yang et al., 2000). Extractos de compuestos fendlicos de vino
tinto han mostrado efectos anticancerigenos al inhibir la fase de promocion en colon
(Luceri et al., 2002). Compuestos fendlicos de leguminosas, como frijol, han
mostrado efectos citotoxicos sobre células de cancer cérvico-uterino (Aparicio-
Ferndndez et al., 2006) y sobre células de cancer de mama (Reyes, 2008).

Es importante hacer notar que en dosis altas, los compuestos fendlicos, asi
como otros antioxidantes, pueden comportarse como prooxidantes y presentar
efectos contrarios, como inhibicion de apoptosis y promocion de células
cancerigenas ya iniciadas (Salganik et al., 2000; Garcia-Gasca et al., 2009). Por lo
tanto es importante considerar su ingesta a través de la dieta o suplementos
adecuados. El bagazo de uva puede ser un suplemento natural, cuyas caracteristicas
permitan el balance y la sinergia de sus antioxidantes en cantidad y calidad

adecuadas para beneficio de la salud humana.
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Tabla 11. Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante del liofilizado del
extracto acuoso de bagazo de uva roja utilizado en el estudio in vitro.

Fenoles Totales 1.796 + 0.002 mg eq AG

Taninos Condensados 0.08 + 0.001 mg equivalentes de (+)
catequina

Capacidad Antioxidante TEAC | 265.14 + 14.85 pmoles equivalentes Trolox

Resultados por gramo de liofilizado del extracto acuoso de bagazo de uva roja.
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Figura 8. Efecto citotoxico del liofilizado del extracto acuoso de bagazo de uva roja
sobre células de cancer de mama. Células ZR-75-1 fueron sometidas a 24 h de
tratamiento con concentraciones entre 0.3 a 0.001 mg de FT/mL del extracto acuoso de
bagazo liofilizado de uva roja en medio de cultivo. Las letras mindsculas representan
diferencia estadistica significativa entre tratamientos (Tukey, p<0.05). El asterisco representa
diferencia significativa al comparar cada tratamiento con el control de células al inicio del
experimento (Co) (Dunnett, p<0.05). Se muestran los resultados de al menos dos

experimentos independientes.
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VIIl. CONCLUSIONES

Los resultados encontrados en el presente trabajo muestran que el contenido
de compuestos fendlicos presentes en el extracto acuoso de uva roja es comparable
al de tés comerciales. Se calcul6 que 250 mL de extracto aportan una cantidad
importante de flavonoides de acuerdo a la ingesta promedio minima observada a

nivel mundial.

La cantidad de los fenoles totales no presentdé cambios a diferentes
temperaturas hasta 96 horas de incubacion sin embargo, los taninos condensados
mostraron inestabilidad en funcién de la temperatura. Dado lo anterior, se sugiere
evaluar el tipo de compuestos fendlicos formados o la destruccion de los mismos en

funcién de la temperatura.

El extracto acuoso de bagazo de uva roja presenté principalmente acidos
fendlicos y taninos condensados, se sugiere incluir otros estandares tales como el

del resveratrol para determinar su concentracion en el extracto acuoso del bagazo.

La acidez y pH del extracto acuoso del bagazo estuvo dentro del intervalo de
jugos y tés, probablemente debido al tipo de compuestos fendlicos que contiene asi
como el color observado. Posee un bajo contenido de azucares disueltos generando
un sabor predominantemente &cido y con tendencia desagradable al gusto. Sin
embargo, la aceptabilidad aumentd al adicionarse azucar y lo mismo sucedié con el

aroma.

Respecto a la capacidad antioxidante del extracto acuoso del bagazo de uva
roja se observaron valores similares a los encontrados en concentrados de otras
frutas incluyendo la uva sin embargo, fue menor a la reportada para vino tinto. El
bagazo estudiado no incluyd los compuestos fendélicos de la semilla por lo que esta

propiedad podria aumentar si se recuperan dichos compuestos.

Los compuestos fendélicos encontrados en el extracto acuoso de bagazo de uva

roja mostraron efecto citotoxico sobre células humanas de cancer de mama en
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funcion de la concentracion. Lo anterior permite el planteamiento de nuevas lineas de
investigacion para su estudio sobre otras lineas celulares de cancer, asi como su

efecto quimioprotector en células sanas.

Debido a las grandes cantidades residuales de bagazo producido anualmente
por la industria vitivinicola en Meéxico, los resultados obtenidos sugieren que el
bagazo de uva roja tiene potencial para la elaboracion de productos nutracéuticos o
suplementos ricos en antioxidantes. Serd necesario continuar con la caracterizacion
bioquimica y de actividad biol6gica que permita conocer el alcance de explotacion de

este subproducto agro-industrial.
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ANEXO 1
Encuesta para la evaluacién sensorial.

Datos Generales

1. Edad

2. Sexo F M

3. ¢Fuma? No_ Si (¢,Cuéantos cigarros al dia?)

4. ¢Acostumbra tomar té?: Nunca Ocasionalmente Todos los dias
5. ¢Porqué?Me gusta Es bueno paralasalud Aliviar malestares

6. ¢Consumiria una nueva alternativa de té por su contenido de antioxidantes?

Si__ No__
A continuacion se presentaran cuatro muestras de té, iniciando de izquierda a derecha, tome
la primera muestra de té y siga las indicaciones de acuerdo a las preguntas. Circule el
namero de acuerdo al grado de identificacién, siendo

1) Muy desagradable

2) Desagradable

3) Medianamente agradable

4) Agradable

5) Muy agradable
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1. Alavistaeltées: 1 2 3 4
2. El aroma es: 1 2 3 4 5
3. ¢Con qué tipo de aroma se identifica?
M1 | 4. El sabor es: 1 2 3 4 5
5. ¢ Con qué tipo de sabor se identifica mejor?
6. ¢ Detecta resabio? Sl (pase a la siguiente pregunta) NO
7. El resabio es: 1 2 3 4 5
Enjuague su boca con agua natural antes de continuar con la siguiente muestra.
1. Alavistaeltées: 1 2 3 4 5
2. El aroma es: 1 2 3 4 5
3. ¢ Con qué tipo de aroma se identifica?
M2 | 4. El sabor es: 1 2 3 4 5
5. ¢ Con qué tipo de sabor se identifica mejor?
6. ¢ Detecta resabio? Sl (pase a la siguiente pregunta) NO
7. El resabio es: 1 2 3 4 5
Enjuague su boca con agua natural antes de continuar con la siguiente muestra.
1. Alavistaeltées: 1 2 3 4 5
2. El aroma es: 1 2 3 4 5
3. ¢ Con qué tipo de aroma se identifica?
M3 | 4. El sabor es: 1 2 3 4 5
5. ¢ Con qué tipo de sabor se identifica mejor?
6. ¢ Detecta resabio? Sl (pase a la siguiente pregunta) NO
7. El resabio es: 1 2 3 4 5
Enjuague su boca con agua natural antes de continuar con la siguiente muestra.
1. Alavistaeltées: 1 2 3 4 5
2. El aroma es: 1 2 3 4 5
3. ¢ Con qué tipo de aroma se identifica?
M4 . El sabor es: 1 2 3 4 5

. ¢, Detecta resabio? Sl (pase a la siguiente pregunta) NO

4
5. ¢,Con qué tipo de sabor se identifica mejor?
6
7

. El resabio es: 1 2 3 4 5

Gracias por participar
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