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1.1 Vitis vinifera L.. v su impacto en la salud. La relacion que se establece
entre PATOLOGIAS como obesidad, hipertension, diabetes u osteoporosis, y el
ESTRES OXIDATIVO en el organismo > mayor atencién a compuestos
antioxidantes como los POLIFENOLES, que se encuentran de forma natural en
alimentos; siendo la uva (Vitis vinifera L.) una de las mas estudiadas

e clevada produccion mundial. :
e papel que desenvuelven estos compuestos en la enologia.
°

propiedades sensoriales (color, estabilidad, amargura y astringencia) asi como
antioxidantes, antivirales, antimicrobianas y antiinflamatorias.

1.2 Paradoja francesa.

: : : Compuestos
e En ciertas regiones de Francia, la P
.. : —— fenolicos
incidencia entre sus habitantes de
: presentes en los
enfermedades coronarias es . ,
- - . vinos actuan
inferior a la que se registra en . |[||:>
como factor de
los E.E.U.U. . x
— prevencion tras
e (Consumo de grasas saturadas
e su consumo
son muy similares.

rutinario

1.3 Estructura de los compuestos fenolicos
-Estructura comun: un anillo fenol.

flavanonas. isoflavonas. flavonoles,
flavan-3-oles. antocianinas
chalconas v dihidrochalconas .

-No flavonoides, no mantienen la
estructura como los fenoles sencillos

a los flavonoides.

fenolicas.

-Flavonoides: derivados del 2 fenil benzo [a] pirano (6).
En base a su estructura,se subdividen en: flavonas,

Figura 1. Estructura basica de los flavonoides

(acidos benzoicos, acidos cinamicos) y
los estilbenos (resveratrol, piceatanol).
Con frecuencia apareceran esterificando

Los flavonoides poseen al menos 2 subunidades fenoélicas; los
taninos son los compuestos que tienen 3 0 mas subunidades

1.4 Composicion de la uva ( mayoritariamente partes solidas)

PIEL ==) Flavan-3-oles, en forma de monomeros ( Catequina y

epicatequina).
Antocianinas; como glicosidos o acilglicosidos ( siendo la
mas abundante maldivina-3-glucosido) RESPONSABLES
DEL COLOR ROJO DE UVA TINTA.

PULPA ™= A fenélicos y derivados

SEMILLA ™) Flavan-3-oles: monomeros,

ligobmeros (OPCs) y polimeros
(caracteristicas las proantocianidinas)

Residuos de la uva . Principalmente residuos organicos estrechamente
relacionados con la vinificacion.
Los hollejos (piel, pulpa y semilla de uva); se obtienen después de

prensar el mosto.Los tallos y hojas, que se separan previamente de
las uvas en una etapa de despalillado.

OH

resveratrol

Las lias de fermentacion, un precipitado formado por las levaduras
y otros compuestos insolubles en alcohol ( tartratos, etc)

1.6 Actividad bioldgica. Papel de los polifenoles en procesos oxidativos del
organismo.

[.as Especies Reactivas de Oxigeno ( ROS) son especies quimicas radicales y no
radicales que debido a su inestabilidad se comportan como agentes oxidantes (de
origen endogeno o exdgeno) Las consecuencias de nuestro interés relacionadas

con la formacion de radicales libres en nuestro organismo son :
e Generacion de radicales oxigeno. Reduccion monoelectronica. 0,——>0; -

DESEQUILIBRIO PROOXIDANTE/ ANTIOXIDANTE

g, 2H

——> H0,———> OH ——> H0
) ‘e H

Procesos de peroxidacion lipidica. Formacion de hidroxiperdxidos lipidicos y productos
TOXICOS de tipo dialdehido malénico ALTERAN LAS MEMBRANAS CELULARES.

[1.7 Caracterizacion analitica de los polifenoles de la uva y actividad antioxidante.
e M¢étodos act. antioxidante: DPPH, TEAC( ABTS), ORAC, TBA-RS Y oxid. LDLS.

e Objetivo principal:
evaluar la capacidad antioxidante y
quimica de los compuestos fenolicos
uva y sus residuos mediante (
-_—
técnicas analiticas.

+
H0

HPLC

e Obijetivos secundarios:

e Cuantificacion e identificacion: Ensayo de Folin-Ciocalteau y técnicas

instrumentales ( Cromatografia liquida y de gases/ Espectrometria de Masas)
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V.

valorizables procedentes de la industria

como fuente beneficiosa para la salud.

-Revision de la metodologia necesaria para poder

-Conocimiento del perfil de la uva y subproductos.
-Promover la relevancia de la recuperacion de componentes

-Mayor atencion a los antioxidantes de la uva

-Plataformas de bases de datos: Pubmed, Pubchem, PhenolExp
Sciencedirect y Web of Science.

caracterizacion -Informes de organismos oficiales y sociedades cientificas:

CSIC CORDIS, FDA.

-Plataformas y PNT de la empresa Natac Biotech para un

contenidos en la

mayor conocimiento y familiarizacion en la metodologia
Natals
usada en el procesado y analisis de extractos naturales a

base de uva.
‘Informacion sobre instrumentacion analitica del Departamento de
Biologia Molecular y Espectrometria de Masas de la Universita
degli Studi di Milano.
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4.1 Métodos cuantitativos de la determinacion de la actividad

Antes de realizar el analisis de compuestos bioactivos es necesari
EXTRAER los compuestos fendlicos de la matriz sdlida en la que se
encuentran > Disoluciones a ANALIZAR

Extraccion solido/liqguido  CONVENCIONAL con disolventes
organicos o la mezcla de ellos (metanol, etanol, agua, acetato de etilo,
propanol, acetona, dimetilformamida) obteniéndose en el extracto una
mezcla de compuestos polifendlicos segiin su estudio de interés. El uso
de estos disolventes REQUIERE etapa final de purificacion, siendo
frecuente la filtracion o centrifugacion.

Factores condicionantes: disolventes, tiempo de extraccion ( posibles
oxidaciones---Uso de agentes reductores como dioxido de azufre) .
Extraccion asistida con ULTRASONIDOS--> aumentar la penetracion
del disolvente en matrices celulares y el trasferimento del material

de inter¢s.

- Comprobar como un AGENTE OXIDANTE

. ANTIOXIDANTE es
* proporcionalidad de esta
"~ compuesto o la muestra o en cuantificar los productos formados.

antioxidante

inhibido o reducido.
inhibicion a

muestra con el medio de reaccion.

Metodologla in vitro ™= Excluyen metabolismo y biodisponibilidad. -
‘Posible modificacion de actividad antioxidante (ej. polifenoles [
‘poliméricos).POSIBLE INCLUSION de radicales presentes en sistemas’
biologicos (02, H202, ROO, OH) No siempre completa |

PRODUCIBILIDAD

induce dano oxidativo a un
sustrato susceptible de ser oxidado, de modo que en presencia de un
Los ensayos miden
la actividad antioxidante del

-Los distintos métodos difieren en el agente oxidante, en
el sustrato empleado, en la técnica instrumental utilizada,
en la medida del punto final y posibles interacciones de la

Medidas directas. Basadas en la medida :

SUSTRATO

+ OXIDANTE + ANTIOXIDANTE
OXIDABLE

( POLIFENOLES)

la

Oxidacion de radicales: DPPH, TEAC( ABTS), ORAC.
Oxidacion de grasas: TBARS, OXIDACION DE LDLS.

Reacciones SET y reacciones HAT
Mecanismo de accion de los polifenoles: capacidad para detener
el proceso en cadena de oxidacion lipidica (chain-breaking)
mediante la reaccion directa con los radicales libres.

REACCIONES SET (transf.
REACCIONES HAT electronica)
X-+AH—.>XH,+A° Yo+ AH — Xo + AHo+
Trasferencia de atomo H| | 4 (4, +H20 o Ae + H30+
X- + H30+—XH +H20

e Oxidacion de radicales.
-DPPH( radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazil)

Comparacion del antioxidante ( COMPUESTO
FENOLICO) con el descenso de Trolox.

BIOLOGICOS

e Radical orgédnico DPPH IMPORTANTE! Mecanismo para generar el radical .Ej:

e Mecanismo de reaccion: SET formacion de metabolitos reactivos( floroglucinol)

e En presencia de antioxidante— > Descenso de
la absorbancia del radical a 515nm. -ORAC( Oxygen Radical Absorbance Capacity)

e Parametros cinéticos: EC50 ( mol comp/mol DPPH) e Radical iniciador (AAPH) = Formacién radical
tEC50 y AE(eficacia antirradicz’llicP INTERES EN peroxido mas estable ROO:
“VECSORECS)) ) SISTEMAS

e >AE — El antioxidante ejerce su accion a

MENOR concentracion y en MENOR tiempo.

-TEAC( Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
ABTS (acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
e Radical cationico ABTS'. Mecanismo SET

En presencia de antioxidante > Descenso d
la absorbancia del radical a 658 nm.

UNIDAD DE MEDIDA DE TEAC Y ORAC:
Trolox(pmol Trolox/g o pmol Trolox/L),un
analogo hidrosoluble del alfa-tocoferol.

Medidas indirectas.

-Ensayo de Folin-Ciocalteau °

e C(Cuantificacion de polifenoles totales mediante
medida de la absorbancia UV a A=760 nm.
e Reaccion de REDUCCION— Mayor cambio

de coloracion (cambio de estado de oxidacion) -
—mayor contenido de polifenoles totales.

4.2 Identificacion v separacion de polifenoles.
® Cromatografia liquida( HPLC, UHPLC) v de gases(GC.)
Posibilidad de acoplarse a espectrometria de masas(MS).

HPLC: Separacién
en funcién de

GC: polaridad y
volatilidad.Tratamiento
polaridad de y derivatizacion previa
compuestos de muestra.

Actividad antioxidante

IMPORTANTE:

“:|> Standard interno y
curva de calibrado

Oxidacion de grasas

-Oxidacion de LDLs. Induccion de autooxidacion con un iniciador
azo o Cu (II) del acido linoléico o LDL.

Formacion de peroxidos de dienos
conjugados ( maxima abs a esa A)

-Medida de la absorbancia UV a 234 nm.
- Disminucion de la velocidad de oxidacion en presencia de los polifenoles:
Curva de velocidad inversamente proporcional a la concentracion de
polifenoles( antioxidante).

PRODUCTO SECUNDARIO DE
‘TBARS OXIDACION LIPIDICA

e Complejo cromogeno ( ac. tiobarbiturico y malondialdehido
MDA)
+EFECTO ANTIOXIDANTE— menor cantidad de MDA
generado — menor absorbancia medida a A=532-35 nm.

FACTORES DETERMINANTES.Variedad de

olifenoles totales en uva
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uva, el area de produccion, la anada, la climatologia,

Vinos tintos y blancos pertenecientes a diversas
regiones y variedades presentan una diversidad en su
composicion polifendlica total — mayor en uva tinta
que en la blanca, asi como en su capacidad antioxidante.
Uva y subproductos con mayor contenido de
polifenoles y actividad antioxidante son la
piel, hojas y tallos respectivamente.

Uvas y vinos presentan una gran variedad de
compuestos fenolicos de muy diversas
estructuras quimicas y pesos moleculares.

e En lineas generales actividad y cantidad
polifendlica mayor uva tinta que blanca.
e CORRELACION DE VARIABLES.

semilla,

las técnicas agricolas, los métodos de vinificacion, el
procedimiento de prensado de la uva y el tiempo de
fermentacion, método en el procesado y analisis.

e Estudio de actividad antioxidante — Metodologia

COMBINADA .en la actualidad no existe ningin
método in vitro que cumpla todas las caracteristicas.

DIFICIL COMPARACION entre estudios, NO hay
un consenso de qué método es mejor .

Ciertos compuestos contribuyen mas que
otros como antioxidantes, la actividad
antioxidante esta mas relacionada con el
conjunto de fenoles que con algin
compuesto de forma aislada.

UTIL EN SEPARACION DE ENANTIOMEROS

COMPUESTOS EN EXTRACTOS

SINERGISMO ENTRE
MOLECULAS?

DE PLANTAS

CON DISTINTA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
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