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Resumen

La industria de la sidra genera una gran cantidad de residuos en cada temporada de pro-
duccion. El principal residuo, conocido como magaya en Asturias (Espafia), es rico en
nutrientes, vitaminas, minerales, polifenoles y celulosa. En este trabajo se ha optimizado
la obtencion de antioxidantes, preferentemente compuestos polifenolicos, a partir de ma-
gaya de sidra mediante extraccion Soxhlet. La composicion de los antioxidantes se carac-
terizd con HPLC, UV-Vis y FTIR. También se ha determinado la capacidad de antioxi-
dante de la magaya mediante los métodos de Folin-Ciocalteu, DPPH y FRAP. Finalmente
se ha abordado la encapsulacion de antioxidantes en nanoparticulas de zeina y zeina-ca-
seinato, Las nanoparticulas se sintetizaron por el método de dispersion liquido-liquido, y

se caracterizo su diametro hidrodinamico.

Abstract

The cider industry generates a lot of waste during production season. The apple pomace
residue, known as magaya in Asturias, is rich in nutrients, vitamins, minerals, polyphe-
nols and cellulose. This work has optimized the preparation of antioxidants, preferably
polyphenolic compounds, from the apple pomace of cider by Soxhlet extraction. The an-
tioxidant composition was characterized by HPLC, UV-Vis and FTIR. The antioxidant
capacity of apple pomace was also determined by Folin-Ciocalteau, DPPH and FRAP
methods. Finally, the antioxidant encapsulation in zein and zein-caseinate nanoparticles
was studied. Nanoparticles were synthesized by the liquid-liquid dispersion method, and

its hydrodynamic diameter was characterized.
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1. INTRODUCCION

1.1 Situacion actual de la magaya de sidra

La sidra es una bebida alcoholica preparada a partir de zumo de manzana, es la segunda

mayor produccién de vino de fruta, solo después del de uva en el mundo.

Espaia es el cuarto pais productor de sidra en la Union Europea con un 8% del total de la
produccion, por detras de Reino Unido (58%), Francia (13%) y Alemania (11%). En
nuestro pais hay un lider claramente destacado, el cual, durante la campaia del afio 2016
alcanz6 una produccion de 32 millones de litros de sidra. A nivel nacional, Asturias pro-
duce alrededor del 80% del total de sidra elaborada en Espafia. Se producen mas de 20.000
toneladas de orujo de manzana por afio. (AICV, 2000).

El mayor residuo que se obtiene en la elaboracion de la sidra se conoce en Asturias como
magaya. Se obtiene tras el prensado de las manzanas para obtener el zumo y esta formado
principalmente por restos de pulpa, piel y pepitas. Este residuo es rico en nutrientes, vi-
taminas, minerales, polifenoles y celulosa. A nivel mundial se generan varios millones de

toneladas de magaya de manzana (Bhushan et al., 2008).

1.2 Importancia de la reutilizacion de la magaya de si-

dra

Muchos residuos generados por las industrias agroalimentarias son fuentes potenciales de
productos de alto valor afiadido. El aprovechamiento de estos subproductos esta siendo
objeto de muchas investigaciones actualmente. La valorizacion de desechos del sector
agroalimentario es una industria en auge, no solo por su valor estratégico sino por la im-
portancia de proteger el medio ambiente y contribuir a la sostenibilidad de la propia in-

dustria.
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Los productores de alimentos generan grandes cantidades de subproductos bioldgicos y
residuos que podrian utilizarse para otros fines. La magaya de manzana representa una

importante fuente potencial de residuos en muchos paises.

Tradicionalmente la magaya de sidra se ha reaprovechado principalmente como alimento
para el ganado y, por otra parte, como materia prima para la elaboracion de orujo y para
abono de cultivos. Debido al crecimiento exponencial de la industria sidrera y a la esta-
cionalidad de la produccion, la temporada de elaboracion se reduce a dos meses en otofio,
los usos tradicionales de la magaya no son suficientes. Por ello, es un residuo que causa
problemas econdmicos por su alto coste de tratamiento y ambientales debido a su alta

carga organica que puede contaminar acuiferos.

La magaya de manzana es un recurso muy interesante debido a la presencia de diferentes

biomoléculas, en particular, polifenoles, fibra dietética, 4cidos grasos y polisacaridos.

Las frutas y hortalizas son fuentes de antioxidantes naturales y entre ellas las manzanas
tienen uno de los niveles mas altos de actividad antioxidante (Chinnici, Bendini, Gaiani
y Riponi, 2004). La magaya de manzana se ha utilizado como fuente para diversas apli-
caciones (Vendruscolo et al., 2008), incluyendo la recuperacion de pectina (Schieber et
al., 2003), la alimentacion animal (Sehm et al., 2007; Joshi et al., 2000), la produccion de
etanol (Hang et al., 1981) la produccion de enzimas (Berovic y Ostroversnik, 1997; Fa-
vela-Torres et al., 2006), la produccion de acido citrico, oligosacaridos y la produccion
de fibra dietética. Otra aplicacion importante es la recuperacion de antioxidantes naturales
en forma de polifenoles (Bhushan et al., 2008). Muchos estudios demuestran que la man-

zana es un recurso rico en compuestos fendlicos (Tsuda et al., 1994).

El desarrollo de investigaciones y aprovechamiento de la magaya puede traer un futuro
brillante, no sélo en el uso racional de los recursos como la resolucion de problemas del

medio ambiente, sino que también pueden traer enormes beneficios econdmicos.
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1.3 Importancia de los antioxidantes

Los antioxidantes juegan un papel determinante en la eliminacion de los radicales libres.
Las reacciones de oxidacion en los organismos pueden producir radicales libres que co-
mienzan reacciones en cadena que dafian las células. Los antioxidantes terminan estas
reacciones quitando intermedios del radical libre e inhiben otras reacciones de oxidacién

al oxidarse ellos mismos.

A pesar de los beneficios aparentes de los antioxidantes, éstas son moléculas inestables
que estan relacionadas con el desarrollo de una serie de enfermedades y condiciones de-
generativas incluyendo cancer, enfermedades cardiovasculares, deterioro cognitivo, dis-
funcion inmune, cataratas y degeneracion macular (Leborgne, Maziere, Maziere y An-

drejak, 2002, Folts, 2002).

El sistema antioxidante del cuerpo es comparable al sistema inmunologico, tiene unos
mecanismos de accidon muy complejos que cuando funcionan correctamente permiten una

vida mas saludable.

Cada vez mas estudios demuestran que el empleo de antioxidantes es muy importante en
la prevencion del envejecimiento, debido a que los radicales libres u oxidantes pueden
descomponer células y tejidos, lo que afecta el metabolismo y causa diversos problemas
de salud. Si se pudiese eliminar el exceso de oxidacion de radicales libres, muchas enfer-
medades relacionadas con el envejecimiento podrian prevenirse. Por ejemplo, formas co-
munes de cancer, arteriosclerosis, diabetes, cataratas, enfermedad cardiovascular, enfer-
medad de Alzheimer, artritis, etc. Se cree que estas enfermedades estan asociadas con los

radicales libres.

Por ello, debemos lograr una adecuada ingesta de antioxidantes ya sea en la propia dieta
o a través de suplementos alimenticios para tener bajas tasas de degradacion del cuerpo,

evitar el envejecimiento de la piel, y mantener un aspecto saludable.
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1.4 Objetivos

Seglin lo mencionado en los apartados anteriores. La magaya posee gran cantidad de
compuestos de interés. Por ello, en el presente trabajo se estudiara un posible uso de la
magaya y, en concreto, el aprovechamiento de antioxidantes tras su extraccion de la pro-

pia magaya.
A continuacion, se enumeran los objetivos de este trabajo:

e  Optimizar la obtencion de antioxidantes, preferentemente compuestos polifenolicos,

a partir de magaya de sidra mediante extraccion Soxhlet.

° Caracterizacion de los antioxidantes extraidos mediante técnicas analiticas como

HPLC, UV-Vis y FTIR.

e Determinacién de la capacidad antioxidante del extracto de magaya empleando los

métodos de Folin-Ciocalteu, DPPH y FRAP.

e Sintesis de nanocépsulas de origen vegetal para la encapsulacion antioxidantes.
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2. Fundamentos teoricos

2.1 Antioxidantes presentes en la magaya de sidra

La magaya de sidra presenta diferentes compuestos con capacidad antioxidantes (Sun et
al., 2002). Los compuestos fendlicos que se producen en la manzana se pueden dividir en

varios grupos (Figura 1):

(a) acidos hidroxibenzoicos: acido p-hidroxibenzoico, acido protocatequidico, acido

gélico, acido jeringa, acido gentisico,

(b) acidos hidroxicinamicos y sus derivados: acidos p-cumadrico, cafeico, fertilico, clo-

rogénico,
(c) flavonoles: como la quercetina, que se presenta en forma glicosilada,
(d) di-hidrocalconas: floricina y sus derivados,

(e) antocianos: cianidinas y sus glicosidos, flavanoles monoméricos como epicatequina

y catequina,

(f) flavanoles oligoméricos: como la procianidina B2 (Monika K. et al.,2014).
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Figura 1 Estructura de compuestos fenolicos

2.2 Diseno factorial para la optimizacion de experimen-

tos

Los disefios factoriales completos son la estrategia experimental dptima para estudiar si-
multaneamente el efecto de varios factores sobre la respuesta y sus interacciones. Por su

potencia y sencillez, su campo de aplicacion es muy amplio.

El método tradicional de variar un factor cada vez no suele ser la mejor opcion. Puede
implicar mas experimentos de los necesarios y, a pesar de ello, proporcionar s6lo infor-
macion parcial. Por ejemplo, no mostrara si existe interaccion entre factores. Las interac-
ciones suelen ser muy corrientes y a veces son los efectos mas importantes, por lo que

conocerlas es imprescindible para comprender el comportamiento de muchos sistemas.
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El disefio factorial completo 2" describe los experimentos més adecuados para conocer
simultaneamente qué efecto tienen k factores sobre una respuesta y descubrir si interac-

cionan entre ellos. (Khoshrooz Kazemi, et al., 2016).

Estos experimentos estan planeados de forma que se varian simultdneamente varios fac-
tores, pero se evita que se cambien siempre en la misma direccion. Al no haber factores
correlacionados se evitan experimentos redundantes. Ademas, los experimentos se com-
plementan de tal modo que la informacion buscada se obtiene combinando las respuestas
de todos ellos. Esto permite obtener la informacion con el minimo nimero de experimen-
tos (y, por tanto, con el menor coste) y con la menor incertidumbre posible (porque los

errores aleatorios de las respuestas se promedian).

El disefio factorial tiene las caracteristicas siguientes:
(1) poder probar simultdneamente el efecto de varios factores en si
(2) influenciar mutua entre los factores se puede evaluar

(3) aumentar el nimero de repeticiones de cada factor, para reducir el error expe-

rimental.

Esta metodologia tiene las ventajas de: no desperdiciar materia prima (reactivos, aditivos,
entre otros), requiere poco tiempo de andlisis, tiene en cuenta las interacciones bifacto-
riales, trifactoriales, etc, también posee la gran ventaja de que una vez realizado el plan
de experiencias, se obtiene una ecuacion que describe el comportamiento del sistema den-

tro de los rangos predichos. (Pedro D. et, al.,2010).

La utilizacion del disefio experimental factorial 2* es muy favorable y sobre todo ade-
cuada para llevar a cabo investigaciones de optimizacidn, puesto que en éstas es de vital
importancia estudiar los efectos que producen una o mas variables, sus consecuencias y
la relacion causa-efecto que se puede originar entre ellas, parametros bajo los cuales el
disefio factorial cobra su importancia, dado que son precisamente éstos los argumentos

por los cuales se determina la utilizacién o no de dicho disefio experimental.
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2.3 Extraccion Soxhlet

El método de extraccion Soxhlet es un método eficiente, muy selectivo y es la base de

métodos de extraccion automaticos sencillos. Ademas, posee un bajo consumo de energia,

— Salida
agua
Condensador refrigeracion
« Entrada
agua
refrigeracion
r a
Sifon ¢ | | Cartucho
~ celulosa
Muestra
Disolvente
reciclado
Disolvente

Calor
| \ |

Figura 2 Equipo de extraccion Soxhlet

pues se emplea un agente de extraccion con
bajo punto de ebullicion. El equipo necesario

es simple y facil de operar (ver Figura 2).

Otra de las ventajas importantes de este mé-
todo es la recirculacion del disolvente em-
pleado como agente de extraccion. Esto no
solo reduce la cantidad de disolventes, si no
también acorta el tiempo de funcionamiento,
reduciendo significativamente el consumo de

energia.

Cuando el extractor Soxhlet se calienta, el di-
solvente se evapora y sube hasta el area su-
perior de la camara de extraccion donde es
condensado en la columna de refrigeracion
situada en la parte superior del equipo. El di-
solvente condensado cae dentro del cartucho
en el que se encuentra la muestra (en nuestro
caso, la magaya), disolviendo asi los com-

puestos solubles en el mismo. Cuando la can-

tidad de disolvente alcanza un determinado nivel, por efecto sifon es arrastrado al matraz

inferior, arrastrando consigo los compuestos solubilizados. El proceso se repite varias

veces, hasta alcanzar el nivel de extraccion deseado. Una vez, detenido el proceso, los

compuestos extraidos se recuperan por evaporacion del disolvente, quedado en el matraz

como un residuo.
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2.4 Caracterizacion de compuestos de interés

Para dilucidar la composicion cualitativa de los antioxidantes presentes en el extracto de
magaya de sidra, se emplearon diferentes técnicas analiticas: cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC), espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS) y espectroscopia

infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

2.4.1 Espectroscopia VIS- UV

El nimero de bandas de absorcion molecular, la intensidad y la longitud de onda de ab-
sorcion maxima de los mismos depende de la estructura de los compuestos y de los cro-

moforos presentes en ellos.

La absorbancia (A) de una muestra a determinada longitud de onda depende de la cantidad
de especie absorbente. La ley de Lambert-Beer relaciona la intensidad de luz incidente
(Ip) en un medio con la intensidad de la radiacion transmitida (It) después de que en dicho
medio se produzca absorcion. La relacién entre ambas intensidades puede expresarse a

través de la siguiente relacion:

A= -lOglo(IT/Io) =gXlxc

Expresion en la que 1, es la longitud atravesada por la luz en el medio, ¢ es la concentra-
cion molar de la especie absorbente en el medio y ¢ es el coeficiente de absorcion molar

(caracteristico de la especie a una longitud de onda dada).

El equipo necesario es simple y de bajo costo. Ademas, permite un andlisis rapido, de alta

sensibilidad, alta precision y exactitud.
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2.4.2 Espectroscopia FTIR

La espectrofotometria de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) es una técnica
muy empleada para la identificacion de compuestos gracias a su rapidez y facilidad de

uso.

La radiacion infrarroja (IR) emitida por la fuente de excitacion atraviesa la muestra vy,
gracias al interferometro de Michelson y a la transformada de Fourier, puede obtenerse la
absorbancia a cada longitud de onda sin necesidad de separar éstas fisicamente a través
de un monocromador. El interferometro mas comun es el de Michelson y esta constituido

por:
- Un divisor del haz IR incidente en dos haces

- Dos espejos planos (uno fijo, otro mévil) para reflejar los dos haces de luz hacia
el divisor de haz donde interfieren de modo constructivo o destructivo, depen-

diendo de la posicion del espejo movil

- La posicion del espejo movil se expresa como diferencia de paso optico (DPO)

(ver Figura 3).

La espectrofotometria FTIR es rapida, sensible y permite el andlisis multi-componente.
Por otra parte, los espectros de infrarrojos, muestran al menos seis importantes zonas de

absorcion que permiten caracterizar los compuestos:

Region 1: 3700-3200 cm™, caracteristica de grupos —OH, alquino, amina o amida
Region 2: 3200-2700 cm™, tipica de grupos aldehido, carboxilo, alquil sp’, aril o vinil sp
Region 3: 2700-2000 cm™, caracteristica de grupos alquino C=C, nitrilo C=N

Region 4: 1850-1650 cm’', caracteristica de grupos carbonilo (cetonas, aldehidos, ester,
amida)

Region 5: 1680-1450 cm™, caracteristica de grupos C=C (alqueno, benceno)

Region 6: 1300-700 cm™, regién de la “huella digital”, de enlaces sencillos, compleja.

10
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Figura 3 Esquema bésico de un espectrofotometro FTIR

Las ventajas mas importantes de la espectrofotometria IR es la selectividad (bandas muy
estrechas, en general), buena sensibilidad, precision y rapidez, lo que la hace una de las
herramientas mas importantes en la caracterizacion de compuestos. (Robert M. Silvers-

tein, et al. 2005)

2.4.3 HPLC

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) es una de las técnicas analiticas mas
empleadas no sélo en la identificacion de compuestos, sino en la cuantificacion de los

mismos.

La técnica se basa en la separacion de mezclas de compuestos mediante su distribucion
entre una fase estacionaria y una fase movil en funcion del tiempo. La cromatografia
HPLC constituye realmente la automatizacion de la cromatografia liquida tradicional bajo
condiciones de alta presion que proporcionan mejores separaciones durante periodos de
tiempo mas cortos. Es una de las técnicas mas poderosas para la separacion y el andlisis

cuantitativo utilizado hoy dia para una amplia variedad de moléculas de diferente tamafio.

11
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En una de las modalidades més ampliamente utilizada, HPLC en fase inversa, la fase
estacionaria es muy poco polar, constituida por fases enlazadas hidrofobicas como por
ejemplo C;s, mientras que la fase mévil es polar, constituida por fases acuosas modifica-
das con algtn disolvente organico. La separacion se basa en las diferentes polaridades de
los compuestos de la mezcla y su interaccion con la fase estacionaria de caracter apolar.
La separacion puede lograrse mediante métodos isocraticos (misma polaridad de la fase
movil durante todo el proceso) o mediante métodos que empleen gradientes de la fase
movil, variando la polaridad de la misma con el modificador organico a fin de lograr una

mejor resolucion o un menor tiempo de analisis.

Valvula de
inyeccion

Bomba de alta .

presion

./

Reservorio de la fase
movil

Columna
cromatografica

L

. . Detector
Registro y tratamiento

de datos

Figura 4 Componentes basicos de un equipo de cromatografia liquida de alta resolucion

La técnica de HPLC presenta las siguientes ventajas:

e Alta velocidad: La velocidad de anélisis es muy superior que en la cromatografia

liquida clasica al emplear bombas de alta presion.

12
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*  Mayor eficiencia: La posibilidad de empleo de diferentes fases estacionarias y mo-
viles permite lograr separaciones Optimas para la mayoria de las muestras que pu-

diéramos tener.

e Alta sensibilidad: Los detectores actuales permiten observar concentraciones muy

bajas.

e  Poco volumen de muestra: No es necesario el empleo de grandes volumenes de
muestra, ademas la muestra puede recuperarse facilmente ya que no se destruye y
puede ser recogida al final del andlisis, siempre que se utilice un detector no destruc-

tivo.

2.5 Determinacion de la capacidad antioxidante

Aunque la actividad antioxidante de los extractos se puede determinar a través de multi-
ples metodologias, en el presente trabajo se utilizaron unicamente tres, que se describen

a continuacion.

2.5.1 Cuantificacion de compuestos fendlicos totales (Método

de Folin-Ciocalteu)

El método de Folin-Ciocalteu se basa en la reduccion, en condiciones basicas, de los po-
lifenoles. El reactivo de Folin-Ciocalteu es una mezcla de fosfomolibdato y fosfowolfra-
mato sodicos, que permite cuantificar los polifenoles totales mediante espectroscopia
VIS-UV, y expresar el resultado como equivalentes de un estdndar de referencia como

puede ser el acido galico (Sanchez-Rangel et al. 2013)

La reaccion de reduccion del acido fosfomolibdowolframico (formado en medio acido)
por los compuestos fendlicos da lugar a la formacion de un complejo de color azul que
permite la determinacion espectrofotométrica cuantitativa de los mismos a 765 nm (Fi-

gura 5)

13
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PO, W(VI), Mo(VI)

OH
Go \ PO, W(V), Mo(V)

Azul

Figura 5 Reduccion y formacion de color en el ensayo Folin-Ciocalteu

El método de Folin-Ciocalteu se emplea habitualmente como un método para medir el
contenido total de productos naturales fendlicos, este método es sencillo, sensible y
exacto. Sin embargo, cualquier sustancia reductora (por ejemplo, acido ascorbico, glucosa,
fructosa) puede interferir el ensayo. En consecuencia, el reactivo mide la capacidad re-

ductora total de una muestra, no sélo el nivel de compuestos fenolicos.

2.5.2 Método de captacion de radicales (DPPH)

El método de decoloracion del cation radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) es uno
de los mas cominmente utilizados para la medicion de la capacidad antioxidante de una
sustancia. EIl DPPH es un radical estable, que presenta color purpura oscuro en solucion
alcoholica y con un maximo de absorcion a 517 nm. El ensayo se basa en la determinacion
inicial de la concentracion de DPPH y la concentracion una vez que se ha adicionado la
posible sustancia antioxidantes. Una disminucion del color purpura se relaciona con una
disminucion en la concentracion de DPPH, debida a la transferencia de electrones de la

especie antioxidante (Figura 6):

Al igual que el método de Folin-Ciocalteu el resultado se expresa como equivalentes de

un estandar de referencia como puede ser el acido galico.

14
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—_— +R°
0,N NO, 0,N NO,

Antioxidante
NO, NO,
Cation DPPH DPPH
oxidado reducido
Pirpura Amarillo

Figura 6 Mecanismo de la reaccion de decoloracion DPPH

El método DPPH es rapido y simple pero presenta un gran inconveniente que es el propio
espectro de absorcion del DPPH, que puede solaparse con el del analito (Figura 7), lo que
puede afectar al resultado de la medicién. Ademas, el intervalo lineal es relativamente

estrecho, y todos los agentes reductores pueden dar la reacciéon con DPPH.

w] B8 oo
N L |
% il OZN\<>/N°2 0N Ji NO,
o 4
g L0
-g ]
s -
2
< 0,6 -
0,2 -

300 350 400 450 500 550 600 650
Longitud de onda, nm

Figura 7 Espectros de absorcion del cation radical DPPH y de la forma reducida del

mismo
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2.5.3 Poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP)

Es el método menos utilizado de los descritos en el presente trabajo para la medicion de
la capacidad antioxidante de un compuesto. Se basa en reduccion del Fe(IlI) presente en
el complejo tripiridil-triazina férrica, Fe (TPTZ),>*, en presencia de antioxidantes, obser-
vandose la formacion de un intenso color debido a la formacion del complejo Fe
(TPTZ),*", que presenta un maximo de absorcion a 593 nm (Alam Md.N, et al, 2013). En

la Figura 8 se muestra un esquema de la reaccion de reduccion.

N
N / / N = N /
N Ant10x1dante, 5

| N\ N/ /N | G -
Z AN N
Fe(TPTZ),** Fe(TPTZ),>*

Figura 8 Reduccion del complejo Fe(TPTZ)23+ en presencia de antioxidantes.

Al igual que los métodos previos se expresa el resultado como equivalentes de un estandar
de referencia como puede ser el acido galico. El método FRAP es rapido, facil de operar
y tiene una buena reproducibilidad y no presenta tantas interferencias como los otros mé-

todos descritos.

2.6 Sintesis de nanocapsulas de zeina

La zeina, una proteina prolaminica, se puede usar como un vehiculo bio-polimérico de
grado alimentario debido a su insolubilidad en los disolventes convencionales de alimen-
tos. La zeina es uno de los pocos biopolimeros hidrofobicos insolubles en agua que han

sido aprobados para uso oral por la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA).

La zeina, principal proteina de almacenamiento de las semillas de maiz (Zea mays L.), ha

sido objeto de investigaciones de interés cientifico y de aplicaciones industriales (como

16



“Antioxidantes en magaya de manzana: extraccion, caracterizacion y encapsulacion en nanoparticulas de origen vegetal”

material utilizado en la produccion de recubrimientos, fibras y tinta de imprenta). La hi-
drofobicidad de la zeina se atribuye al alto porcentaje de aminoéacidos no polares (leucina,
alanina y prolina), que en conjunto representan mas del 50% de su contenido total de
aminoacidos. Debido a esta hidrofobicidad inherente, la zeina se puede preparar en diso-
luciones coloidales simplemente modificando su solubilidad en un disolvente organico
primario (p.e. etanol) por dilucidon con otro disolvente (agua, por ejemplo), procedimiento
comunmente conocido como método de precipitacion anti-disolvente o dispersion li-
quido-liquido (Sadeghi et al, 2016). La insolubilidad de la zeina en medios acuosos es
una ventaja para su preparacion como particulas coloidales biopoliméricas naturales, que
pueden usarse para el suministro y/o liberacion controlada de fArmacos u otras moléculas

funcionales tales como los nutracéuticos.

La zeina presenta una serie de propiedades que la hacen un excelente vehiculo para la

encapsulacion de moléculas de interés alimentario, como son:

e Lazeina de maiz es un biomaterial generalmente reconocido como seguro que tiene
caracteristicas prometedoras, incluyendo biocompatibilidad, biodegradabilidad y

baja/nula toxicidad.

e  Su naturaleza hidrofoba y la solubilidad en disolventes organicos permiten la fabri-
cacion rapida y sencilla de micro-/nanoparticulas de zeina, capsulas ideales para far-

macos hidrofobos y nutrientes.

e La digestibilidad relativamente mas lenta de la zeina que otras proteinas hace que

los sistemas de administracion a base de zeina sean mas deseables para via oral

e Los nanoencapsulados son faciles de fabricar.

Las nanoparticulas de zeina pueden sintetizarse en presencia de caseinato. El caseinato
sodico es una proteina anfifilica que se adsorbe a la superficie de las nanoparticulas de
zeina, reduciendo su hidrofobicidad superficial e incrementando la repulsion elec-
trostatica. La presencia de caseinato de sodio en el medio de precipitacion da lugar a la

interaccion superficial de las particulas cargadas positivamente de la zeina y las cargadas

17



“Antioxidantes en magaya de manzana: extraccion, caracterizacion y encapsulacion en nanoparticulas de origen vegetal”

negativamente del caseinato, dando lugar a dispersiones de nanoparticulas mas estables.
Las particulas pueden dispersarse en la fase acuosa sin ningun efecto significante en la

distribucion de tamafios de particula.

2.7 Encapsulacion de antioxidantes

Los antioxidantes extraidos de la magaya de manzana se oxidan facilmente cuando estan
expuestos al medio ambiente, perdiendo asi su actividad antioxidante, si no se consumen
o utilizan rdpidamente o no se protegen de manera adecuada. La encapsulacion de los
mismos en nanocapsulas de zeina es una posibilidad que no ha sido explorada y que, en
principio, ofrece un gran potencial debido a que las nanocapsulas son una barrera protec-
tora frente a la radiaciéon UV y la temperatura, la humedad y otros factores, permitiendo
asi mantener las propiedades del material, aumentar la estabilidad de almacenamiento,
mantener sus propiedades antioxidantes y no cambiar su actividad fisioloégica. Ademas,
las nanocépsulas son faciles de transportar, faciles de almacenar y tienen la posibilidad

se ser adicionadas a los alimentos.

18
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3. Materiales y métodos

3.1. Reactivos y disoluciones.

Todos los reactivos se consideran de grado analitico a no ser que se indique expresa-

mente otro grado de pureza.

e Metanol grado HPLC, VWR

e Etanol 96% vol, VWR

e TPTZ (2,4,6-Tri (2- piridilo)-1,3,5-triazina), Alfa Caesar
e Reactivo de Fenol de Folin-Ciocalteu, Sigma-Aldrich
e Agua purificada Tipo II, Millipore y Tipo I, MiliQ

e Acido gélico, Sigma-Aldrich

e Acido clorhidrico 37%, VWR

e Acido acético glacial, VWR

e Cloruro de hierro (III), Sigma-Aldrich

e 2.2 - difenil - 1 — picrilhidracil, Aldrich

e Caseinato de sodio, ACROS

e Acctato de sodio acetato trihidrato, VWR

¢ Sulfato de hierro heptahidratado, Merck

¢ Epicatequina, Sigma

¢ Quercetina, Sigma

e Hidrato de florizin, Aldrich

e Acido clorogénico, Aldrich

¢ Hidrato de quercitrina, Sigma
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e Acctato de etilo, VWR

e Zcina , ACROS

3.2. Instrumentacion analitica

Balanza analitica AE 163, Mettler

Balanza de precision PG802-S, Mettler Toledo

pH metro micropH 2002, Crison

Espectrofotometro UV-Vis Cary 60, Agilent Technologies

Espectrofotometro FT-IR ATR, Varian 620-IR

Equipo HPLC Perkin Elmer Series 200 con detector UV/VIS y columna C18
10um 15 x 0.46, Kromasil 100, dotado de un mddulo de datos de software Total
Chrom Navigator-LC-UV version 6.3.1.

Evaporador rotativo Laborota 4000, Heidolph

Agitadores magnéticos con control de temperatura, MR Hei-Tec e IKA RCT Ba-

sic

Estufa Heraeus Labofuge 200

Centrifuga, Thermo

Baios de limpieza “ultrasons-hd”, Selecta

DLS Zetasizer, Malvern

Batidora 14831-56 Sergi Arola 1000W, Russell Hobbs

Envasadora vacio, Silvercrest
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3.3. Utillaje de laboratorio

e Matraces aforados

e Matraces redondos

e Extractor Sohxlet

e Embudos estriados de vidrio
e Vasos de precipitados

e Micropipetas

¢ Pipetas desechables

¢ Platos de pesaje desechables

e Celdas de cuarzo para medidas espectrofotométricas.

e Cartuchos extraccion celulosa (22 x 60nm)

e Tubos de centrifuga
e Espatulas y microespatulas

e Bolsas herméticas
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3.4 Optimizacion de la extraccion

La magaya utilizada para todos los ensayos del presente trabajo (Figura 9) ha sido cedida
amablemente por Llagar Sidra Castaion (Villaviciosa, Asturias). Esta magaya proviene
de variedades de manzana asturiana para la elaboracion de sidra con D.O.P. "Sidra de
Asturias". La magaya fresca se recogié en noviembre de 2016 y se almaceno en bolsas
herméticas en congelador (-5°C). Inmediatamente fue deshidratada mediante calenta-
miento a 60°C en una estufa durante 48h. La magaya seca fue finamente molida y alma-

cenada a -5°C hasta su uso en bolsas selladas y a vacio. (Y. Difieiro Garcia et al.2009).

T

Figura 9 Magaya de manzana fresca en el lugar de recogida de Llagar81dra Castafion.

La extraccion de antioxidantes se optimiz6 mediante un disefio factorial a dos niveles con
dos factores, la concentracion de la magaya y el tiempo de la extraccion, utilizando como
factor de respuesta la tasa de extraccion medida mediante el método de Folin-Ciocalteu.

Los resultados obtenidos, fueron finalmente analizados mediante el software Minitab v17.

Puesto que el andlisis factorial a dos niveles requiere la seleccion para cada factor de un
valor grande, denominado (+), y otro pequeiio, denominado (-), se decide tomar un tiempo
de 2 h como factor (-) y de 5h como factor (+) para el tiempo de extraccion, y 2% p/v

como valor (-) y 6% como valor (+) en la relacion masa/agente extractor en el sistema
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Soxhlet, que en este estudio es metanol. Los diferentes niveles de los ensayos se muestran
en la Tabla 1. Cada grupo se mide por triplicado, obteniendo posteriormente el valor me-

dio.

El extracto obtenido, se centrifugd dos veces a 5000 rpm durante 5 minutos a 15°Cpara
purificarlo. A continuacion, se elimina el metanol por rotaevaporacion para, finalmente,
redisolver los extractos en 10 mL de etanol y guardarlos en la nevera a 4°C. En los casos

en que aparecen particulas en suspension, se repiten los pasos de centrifugado.

La Tabla 1, recoge los valores experimentales de los niveles (+) y (-) de cada uno de los

dos factores optimizados.

H )
Tiempo 5h 2h
Masa / volumen 6 % p/v 2% p/v

Tabla 1 Valores (+) y (-) de los factores seleccionados para el disefio factorial

3.5 Caracterizacion del extracto de magaya de sidra

Para caracterizar el extracto de magaya de sidra, se pesan 6 g de magaya y se extrae
mediante Soxhlet con 100 mL de metanol durante una hora. El extracto se centrifugé dos
veces a 5000 rpm durante 5 minutos a 15°C. Finalmente, los extractos se almacenaron en

la nevera a 4°Chasta su analisis. Las extracciones se realizan por triplicado.
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Figura 10 Extraccion del antioxidante

3.5.1 Espectroscopia VIS- UV

Los extractos obtenidos por Soxhlet de la magaya se caracterizaron mediante espectrofo-
tometria visible ultravioleta entre 200 y 800 nm sin realizar ninguna dilucién. Asimismo,

se registro el espectro de un blanco de reactivos (etanol).

3.5.2 Espectroscopia FTIR

Se registraron los espectros FTIR de diferentes sustancias patron presentes en la magaya

de manzana y que tienen actividad antioxidante: epicatequina, acido clorogénico, querci-
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trina, quercetina y cumarina, con objeto de identificar sus bandas de absorcion y, poste-
riormente, compararlas con las registradas para los extractos de magaya. Todas las medi-
das se realizaron por triplicado de muestras independientes. Todas las medidas se hicieron
empleando un modulo de reflectancia total atenuada, con una resolucién de 4 cm™ y con

una acumulacién de 16 espectros.

3.5.3 HPLC

La separacion de los polifenoles presentes en el extracto de magaya se llevo a cabo me-
diante un HPLC de Perkin Elmer con una columna C18 (10um 15x0.46), en elucién con
gradiente. Los disolventes de elucion fueron una disolucion acuosa dedcido acético al 2%

(disolvente A) y metanol al 100% (disolvente B)

El programa de elucion se muestra en la Figura 10. Se realiza una etapa lineal de 0% a
45% de metanol (disolvente B) durante 55 min, una etapa isocratica a esa composicion
durante 15 min y un incremento lineal final del disolvente B hasta el 55% en 10 min. El

caudal fue de 0,8 mL / min y el volumen de inyeccion fue de 10 ul ($5i=! X% 25| H
. ). (B. Suérez et al. 2010).

Programa de bomba

100
80
60
40

20

Concentracion de metanol(%)

0 20 40 60 80 100

Tiempo(min)

Figura 11 Programa de elucion
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La identificacion se realizé mediante el método de estandar externo, utilizando como es-
tandares epicatequina (flavonoides), quercetina, quercitrina (flavonoides glicosilados),
acido clorogénico (acido cinamico) en concentracion 0,1 mM. acido gélico y cumarina

medidos auna longitud de onda de 280,0 nm.

3.6 Determinacion de la capacidad antioxidante

Las muestras empleadas son iguales que las desarrolladas en el apartado 3.5 caracteriza-

cion del extracto de magaya de sidra.

3.6.1 Cuantificacion de compuestos fenolicos totales (Folin-Cio-

calteu)

Los compuestos fendlicos totales en extractos de magaya se determinaron usando el reac-
tivo de Folin-Ciocalteu. La mezcla de reaccion se preparé mezclando 0.5 mL de disolu-
cion metandlica de extracto, 7 mL de agua destilada, 0.5 mL de reactivo de Folin-Ciocal-
teu y 0.5 mL de carbonato de sodio (Na,COj; al 7.5%). Después de mantener la mezcla
durante una hora a temperatura ambiente y oscuridad se midio la absorbancia a 765 nm.
La absorbancia se midi6 frente al blanco que se habia preparado de una manera similar,
reemplazando el extracto con agua destilada. La cuantificacion se llevo a cabo empleando
una curva de calibracidon previamente preparada para acido galico, sometido al mismo
tratamiento que la muestra de extracto. El contenido fendlico total se calculé como mg

equivalentes de 4cido galico del extracto por 100 g peso seco.

3.6.2 Método de captacion de radicales (DPPH)

Se prepard una solucion de trabajo de DPPH 10" M por dilucién con metanol. Se afiadie-
ron 2 mL de esta disolucioén a 2 mL de la muestra y se mantuvo en reposo al abrigo de la
luz y a temperatura ambiente durante 30 minutos, tras lo cual se midi6 la absorbancia
Amuestra @ 515 nm. De forma similar, se prepar6 la curva de calibracion utilizando 2 mL de

acido galico en el intervalo de concentraciones de 0, 100, 200, 300, 400 mg/L en agua

26



“Antioxidantes en magaya de manzana: extraccion, caracterizacion y encapsulacion en nanoparticulas de origen vegetal”

destilada y 2 mL de la solucion de trabajo DPPH. En caso de control negativo, se mezcld
DPPH con metanol en lugar de la muestra, y agua destilada en lugar del acido galico y se
midio la absorbancia Acstandarg. Ademas, se anadieron 2 mL de la muestra a 2 mL de me-
tanol y se midi6 la absorbancia Apjanco. La capacidad antioxidante total de las muestras de
magaya se expresé como un equivalente de 4cido galico por 100 mg de materia seca de

una muestra (mg).

3.6.3 Poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP)

El reactivo FRAP se prepara mezclando 25 mL de reguladora de acetato sodico 0,3 M a

pH 3,6 con 2,5 mL de TPTZ 102 M en clorhidrico 102 M y 2,5 mL de FeCl; 2- 102 M.

La determinacion de antioxidantes mediante FRAP se llevo a cabo mezclando 0,1 ml de
solucidn de la muestra de magaya o patrén de acido gélico, con 3 mL de reactivo FRAP,
y 0,3 mL de agua destilada. La mezcla final se dejo reaccionar a 37°C durante 5 minutos,
midiendo la absorbancia a 593 nm ajustando el cero con agua destilada. La actividad
antioxidante de la muestra (valor FRAP) se expresé en mg de acido galico / 100 g de

magaya seca.

3.7 Sintesis de nanocapsulas de zeina

Las nanoparticulas se prepararon segun el método de dispersion liquido-liquido descrito
por Fangyuan Dong et al. (2016). Se pesaron 0,50 g de zeina y se disolvieron en 20 mL
de una mezcla de etanol absoluto: agua (80:20 peso/peso). La mezcla se sonic6 a conti-

nuacion durante 15 minutos para formar una solucion madre transparente.

Posteriormente, se afiadieron 3 mL de la disolucion etandlica de zeina gota a gota a 60
mL de agua destilada en agitacion continua, agitdndose durante 30 min a 1000 rpm me-
diante un agitador magnético. A la dispersion formada se le elimino el etanol mediante
Rotavapor, agregando el mismo volumen eliminado de agua destilada. Las disoluciones

finales se almacenaron a temperatura ambiente.
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Para preparar las nanoparticulas de zeina y caseinato sodico se sintetizaron siguiendo el
mismo protocolo, con la tinica diferencia de disolver 0,45 g de caseinato sddico en los 60

mL de agua iniciales (Ashok R. Patel. et al.,2010).

Figura 12 Nanocapsulas de zeina + caseinato (izquierda) y de zeina (derecha)

3.8 Encapsulacion de antioxidantes

Para encapsular antioxidantes se sigui6 el procedimiento descrito anteriormente, pero
agregando 3 mL del extracto de magaya gota a gota a continuacion de la disolucién eta-

nodlica de zeina.

Para poder evaluar el grado de eficiencia del encapsulado de antioxidantes, se emplearon
como blanco disoluciones de extracto de magaya no encapsulada preparadas de forma
similar. En concreto, a 60 mL de agua (o disolucion acuosa de caseinato sddico) se agre-
garon gota a gota 3 mL de etanol: agua 80:20 en peso y, posteriormente, 3 mL de extracto

etandlico de magaya (Y Luo et al. 2010).
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Las disoluciones de extracto de magaya encapsuladas en zeina se denominaran Z, las
encapsuladas en zeina-caseinato se denominaran ZC y sus respectivos blancos seran Bz

y Bzc.

Las cuatro mezclas finales (encapsulado en zeina, encapsulado en zeina-caseinato y sus
respectivos blancos) se extrajeron en un embudo de decantacion con 10mL de acetato de
etilo. Tras la agitacion de ambas fases, el embudo se dejoé reposar en el soporte hasta la
separacion completa de las dos fases. Al ser mas densa la fase acuosa se corresponde con
la fase inferior, mientras que la fase orgénica al ser la menos densa, es la fase superior.
En la fase orgénica, se evaluard la eficacia de la encapsulacion, mientras que la fase

acuosa se empleara para determinar el tamafio de las nanocépsulas mediante DLS.

Los antioxidantes presentes en la fraccion de acetato de etilo se determinaron mediante
el método Folin-Ciocalteu, expresando los resultados como mg de acido galico / 100 g de

extracto.

Figura 13 De izquierda a derecha, disoluciones Z, ZC, Bz y Bzc.
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El porcentaje de encapsulacion se calculd segun la formula:

F= ABlanco - AEncapsulado

ABlanco

Ecuacion 1 Calculo del porcentaje de encapsulacion.

Donde F es la fraccion de antioxidantes encapsulados, Agianco €5 €l valor de antioxidantes
obtenido en el extracto de acetato de etilo de la disolucion Bz 0 Bzc y Agncapsutado €8 €l
valor de antioxidantes obtenido en el extracto de acetato de etilo en la disolucion Z o ZC

(Chan-Eun Park, Dong-June Park, and Bum-Keun Kim. 2015).
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4. Resultados y discusion

4.1 Optimizacion de la extraccion

El contenido de los fenoles totales se determind usando el método de Folin-Ciocalteu,

empleando una curva de calibracion de acido galico entre 0 y 500 mg / L, mostrada en la

Figura 14.
25
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Figura 14 Curva de calibrado para la metodologia Folin-Ciocalteu
Folin-Ciocalteu(mg/l)
masa de ma-
tiempo(h) gaya/metanol | I 111 X
(g/100ml)
2 2 139.5 130.2 147.4 139.0
5 2 166.9 175.6 185.4 175.9
2 6 464.6 337.2 502.7 434.8
5 6 319.5 465.9 579.1 454.8

Tabla 2 Datos de la optimizacion

El analisis estadistico de los resultados obtenidos y mostrados en la Tabla 2 permite de-

terminar cudl de los factores tiene una mayor influencia en el proceso de extraccion, como
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se refleja claramente en el diagrama de Pareto mostrado en la Figura 15. En dicho dia-
grama, se muestran los valores absolutos de los efectos estandarizados; organizando las
barras, que representan a los factores, se puede determinar la importancia de los mismos
por su tamano. En caso de que alguno de los factores superase la linea calculada, indicaria

un efecto significativo estadisticamente con p<0,05.

Diagrama de Pareto de los efectos
(la respuesta es C7; a = 0.05)

Término 352.2
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: B tiempo

s |
1
I
1
|
1

B |
1
I
1
I
|

AB |
1
I
1
I
0 100 200 300 400
Efecto

PSE de Lenth = 27.717

Figura 15 Diagrama de Pareto de los efectos

Como puede apreciarse en la Figura 15, ninguno de los factores, ni su combinacion, re-
sulta estadisticamente significativo en el proceso de extraccion de antioxidantes de la ma-
gaya. No obstante, el factor “concentracion” es el mas influyente ya que es el que mas se

aproxima al limite critico estadistico.

La grafica de interaccion de efectos se realiza representando la respuesta en el eje de
ordenadas y el factor “concentracion” en abscisas, generando una recta para cada uno de
los dos tiempos estudiados. Si ambas rectas se cruzan, se puede considerar que la inter-
accion entre ambos factores es significativa. Como puede verse en la Figura 16, los dos
factores estudiados son independientes, como también se podia ver reflejado en la grafica

de Pareto.
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Figura 16 Gréfica de interaccion

Dado que no hay ningun factor estadisticamente significativo, se utilizo una relacion de
magaya/metanol de 6% p/v, dado que proporcionaba mayor cantidad de antioxidantes, y

un tiempo de 1 hora para minimizar el tiempo experimental.

4.2 Caracterizacion del extracto de magaya de sidra

4.2.1 Espectroscopia VIS- UV

Dilucién 1:100 de extracto de magaya
0,7
0,6
0,5
0,4

0,3

Absorbancia

0,2

0,1

01 200 300 400 500 600 700 800
' Longitud de onda / nm

Figura 17 Espectro UV-Vis del extracto alcohdlico de magaya, diluido 1:100.

33



“Antioxidantes en magaya de manzana: extraccion, caracterizacion y encapsulacion en nanoparticulas de origen vegetal”

Como puede verse en la Figura 17, el extracto de magaya diluido 100 veces presenta una
ligera absorcion en la zona del violeta del espectro, por debajo de los 400 nm, que es la
que le proporciona su caracteristico color amarillo. No obstante, la zona de mayor absor-
cion se da en el ultravioleta. Para apreciar mas claramente el espectro de absorcion en la
zona del visible (Figura 18), se hizo un segundo espectro a mayor concentracion, em-

pleando una dilucién 1:20.

Dilucion 1:20 de extracto de magaya
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

0,2

Absorbancia

0,1

0 1240 340 440 540 640 740
' Longitud de onda / nm

Figura 18 Espectro UV-Vis del extracto alcohdlico de magaya, diluido 1:20.

4.2.2 Espectroscopia FTIR

Las tres réplicas del extracto se comparan con cinco estandares de epicatequina, acido
clorogénico, quercitrina, quercetina y cumarina. Los espectros de FTIR obtenidos, se

muestran en la Figura 19.

Como puede verse en la Figura 19, los extractos de magaya presentan bandas anchas,
especialmente en la zona entre 600 cm™ y 2000 cm™, lo que dificulta la identificacion de
posibles compuestos. No obstante, la presencia de una banda muy ancha en torno a los

3200 cm™ puede ser indicativa de la presencia de compuestos fendlicos.
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Figura 19 Espectros FTIR-ATR de patrones y extracto de magaya
4.2.3 HPLC

Para tratar de identificar algunos de los compuestos fenolicos del extracto, se recurri6 a
la inyeccidn de patrones en el HPLC. Se utilizaron 4cido gélico, 4acido clorogénico, quer-

citrina, epicatequina, cumarina y quercetina.

Se determinaron los tiempos de retencion de cada uno de los compuestos por separado
para poder identificarlos en el extracto. En la Figura 20, no obstante, se muestra el cro-

matograma obtenido para una mezcla equimolecular de los seis patrones considerados.

Los tres extractos preparados mostraron un perfil de HPLC idéntico, recogido en la Figura
21. En dicho cromatograma, se aprecian picos de baja intensidad para los tiempos de
retencion del acido gélico y del acido clorogénico, siendo el pico correspondiente al

tiempo de retencion de la cumarina el mas intenso.
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Figura 20 Cromatograma de los patrones a 280nm. 1 &cido galico, 2 acido clorogénico,

3 quercitrina, 4 epicatequina, 5 cumarina y 6 quercetina
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Figura 21 Cromatograma de la muestra 2 a 280nm

4.3 Determinacion de la capacidad antioxidante

4.3.1 Cuantificacion de compuestos fendlicos totales (Folin-Cio-

calteu)

El contenido de fenoles totales de los extractos de magaya obtenidos en las condiciones
optimizadas segun el apartado 4.1 se analizaron por el método Folin-Ciocalteu por tripli-
cado, obteniendo un resultado final de 250 + 20 mg equivalente de acido galico/100 g

magaya.
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Es importante destacar que el reactivo Folin-Ciocalteu es activo frente a muchos com-
puestos diferentes presentes en los extractos de las plantas, ademas de los fendlicos, tales
como proteinas, tioles, derivados vitaminicos, aniones inorganicos, como el yoduro o el
sulfito, o algunos iones metéalicos como Fe (II), Mn (II) etc. (Everette et al. Al., 2010).

El método con el uso del reactivo de Folin-Ciocalteu para determinar el contenido total
de compuestos fendlicos se aplica cominmente, pero es dificil comparar los resultados
obtenidos por varios autores. Esto se debe a una metodologia diferente (cantidad variable
de reactivos, tiempo y temperatura de incubacion de la muestra) y el valor expresado de
los compuestos fendlicos, que puede estar referido a distintos patrones tales como acido

galico o 4cido clorogénico entre otros.

4.3.2 Método de captacion de radicales (DPPH)

Las tres réplicas del extracto se analizaron también mediante el método DPPH, cuya recta

de calibracion se muestra en la Figura 22.

El resultado obtenido mediante esta metodologia es de 84 + 5 mg acido gélico / 100 g de
magaya seca. Los valores obtenidos por esta metodologia son significativamente mas ba-
jos que los obtenidos por el método de Folin-Ciocalteu. Esto se debe a que las reacciones
de los antioxidantes a los radicales libres con DPPH son diferentes de sus reacciones con
el reactivo de Folin-Ciocalteau. El reactivo de Folin-Ciocalteau es sensible a una amplia
gama de substratos, que se oxidan facilmente, pero los radicales libres de DPPH presentan
una diferente sensibilidad a diversos antioxidantes, que indican reacciones cinéticas rapi-
das, intermedias o lentas a los radicales libres DPPH (Yang, Paulino, Janke-Stedronsky y
Abawi, 2007). Ademas, algunos antioxidantes fenolicos que reaccionan fuertemente al

reactivo de Folin-Cocalteau pueden no reaccionar a los radicales libres DPPH.
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Figura 22 La curva de calibracion del método de DPPH

Se puede deducir de los resultados que estas fracciones tienen potencial en la aplicacion

de alimentos como fibra dietética con propiedades antioxidantes.

4.3.3 Poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP)

Por ultimo, el poder antioxidante del extracto de magaya se analiz6 también mediante el
método FRAP. Esta metodologia arroja un resultado de 126 + 9 mg 4cido galico/ 100 g
magaya seca. Como en el caso anterior, el valor obtenido mediante FRAP es menor al

obtenido mediante el método Folin-Ciocalteu debido a las diferencias de reactividad.
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En la Figura 23 se muestra la comparativa de los resultados obtenidos por las tres meto-

dologias.

EFolin-Ciocalteu =DPPH =FRAP

300

250

200

150

100

do galico / 100 g magaya seca

mg eq. aci

50

1

Metodologia de anélisis

Figura 23 Comparacién de los resultados obtenidos para la cantidad de antioxidantes

por las tres metodologias de analisis

4.4 Sintesis de nanocapsulas de zeina

En la Tabla 3 se recogen los valores de didmetro hidrodindmico para las nanoparticulas
de zeina y zeina-caseinato en presencia y ausencia de extracto de magaya. También se
recoge el valor de PdI. Como se puede deducir de los valores mostrados, todas las nano-
particulas muestran una distribucién de tamafios bastante homogénea, ya que los valores

de PdI son bajos y, en todo caso, menores de 0,2.

Respecto al tamano, se puede observar que tanto las nanoparticulas de zeina como las de
zeina-caseinato son mds pequefias que sus respectivas sintesis en presencia de magaya.
Esto puede deberse a un aumento del volumen de las mismas al incorporar los compuestos

antioxidantes.
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Diametro / nm PdI
V/ 88+ 1 0,19+0,01
7C 145+ 1 0,13 +0,02
Z + magaya 169 +2 0,165 + 0,002
7.C + magaya 163 £2 0,18+0,02

Tabla 3 Diametros hidrodindmicos y PdI para los cuatro tipos de nanocéapsulas sintetiza-

das.

La Figura 24 muestra la distribuciéon de tamafios de las nanoparticulas de zeina y zeina

con magaya encapsulada.
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Figura 24 Distribucion de didmetro obtenida por DLS de nanoparticulas de zeina
(arriba) y nanoparticulas de zeina con magaya (abajo)
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Durante el calculo de los factores de encapsulacion seglin la Ecuacion 1, presentada en la
seccion 3.8, se encontrd que los valores de absorbancia para la fase de acetato de etilo
eran mayores para las extracciones de los antioxidantes nanoencapsulados que para las
extracciones de los antioxidantes sin encapsular, dando valores negativos de F tanto para
las nanocépsulas de zeina como para las de zeina-caseinato. Sin embargo, los extractos
de acetato de etilo de las nanocapsulas aparecian turbios en ambos casos, lo que falsea las

mediciones.

Ademas, la turbidez sugiere que parte de las nanocapsulas migran a la fase organica arras-
trando consigo, posiblemente, a los antioxidantes, lo que incrementa la absorbancia sin
corresponderse realmente con antioxidantes libres no encapsulados. Por esta razon, esta
metodologia para determinar el grado de encapsulacion de los antioxidantes requiere una

mayor optimizacion.
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5. Conclusiones

e  Se determind mediante analisis factorial que ni relaciéon masa / volumen ni el tiempo
de extraccion, tienen influencia significativa en la extraccion Soxhlet de compuestos

antioxidantes fendlicos de magaya de manzana de sidra.

e  Se caracterizaron los extractos de magaya de sidra por distintas técnicas analiticas,
identificando la presencia de cumarina, acido galico y 4cido clorogénico mediante

HPLC.

e FEl contenido total de fenoles en los extractos medida mediante Folin-Ciocalteu es

superior al determinado por DPPH o FRAP.

e Se lograron sintetizar nanoparticulas de proteinas de origen vegetal para encapsular
los antioxidantes. Sin embargo, el método propuesto para determinar el grado de
encapsulacion no es valido debido a la extraccion parcial de las nanocépsulas, por lo

que es necesario mas trabajo en este aspecto.
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6. Abreviaturas y simbolos

°C
%

Abs
cm
DLS
DOP
DPO
DPPH
FDA
FRAP
FTIR

HPLC
IR

mL

nm

Pdl

rpm
TPTZ
UV-VIS

Grado(s) Celsius

Por ciento

Mas o menos

Absorbancia

Centimetro(s)

Dispersion dindmica de luz

Denominacion de Origen Protegida
Diferencia de paso optico
Di(phenyl)-(2,4,6-trinitrophenyl) iminoazanium
Administracion de Alimentos y Medicamentos
Capacidad de reduccion férrica del plasma
Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
Gramo(s)

Cromatografia liquida de alta eficacia
Infrarrojo(s)

Litro(s)

Mililitro(s)

Nandmetro(s)

indice de polidispersion

Revoluciones por minuto

2,4,6-Tri (2- piridilo)-1,3,5-triazina

Espectrofotomeria de visible ultravioleta
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