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RESUMEN

En el estudio de los factores que afectan el proceso de extraccion de los taninos a partir de
las vainas de tara en polvo, se encontré que el pH y la relacion materia prima/solvente no
influyen de forma significativa (p < 0.05). Sin embargo el solvente presenta una influencia
significativa, siendo el mejor solvente de extraccion la acetona al 80%, seguido del agua, el
etanol 80% y finalmente el metanol 80%.

De acuerdo al criterio “mayor es mejor” del método de Taguchi, utilizando el agua como
solvente de extraccion, se determind que el factor relacién materia prima/solvente no afecta de
forma significativa la extraccion de los taninos de la tara, pero si la temperatura y el tiempo de
extraccion. Para la etapa de optimizacion de la extraccion se uso el método Superficie Respuesta
utilizando el Disefio Compuesto Central Rotable, obteniéndose el modelo matematico: %
Taninos hidrolizables = 306,85 + 7,51 *Temperatura - 32,46 *Tiempo - 0,075 *Temperatura™2 +
0,036 *Temperatura*Tiempo + 597*Tiempo”2. La maxima recuperacién de taninos
hidrolizables de la tara fue de 473.4 mg & galico equi./g (b.s), bajo las siguientes condiciones:
solvente agua; pH de extraccion: 3.5; relacion materia prima solvente: 1/60, temperatura:
57.9°C y tiempo de 0.58 h.

La hidrolisis de taninos de la tara en H,SO4 a 100 °C, muestra una cinética de primer
orden, obteniéndose la maxima hidrélisis en 20 horas. La capacidad antioxidante se incrementa
con el grado de hidrolisis (GH) hasta que este alcanza 38,8 %, luego del cual se mantiene
constante en un valor de 26 pmol trolox equi./ mg & gélico equi.

La eficacia antioxidante de los taninos hidrolizados se midid mediante un andlisis
isotérmico a 140°C por calorimetria de barrido diferencial (DSC), encontrandose que los taninos
hidrolizados poseen un efecto antioxidante favorable en aceite de soya. La eficacia antioxidante
se incrementa con el grado de hidrolisis, llegandose a igualar al TBHQ en un GH de 88,4 %, y
superarlo cuando el GH fue de 93,8 y 100,0 %. A concentraciones de 50, 100, 200 y 300 ppm y
140 °C mediante DSC, se encontrd que la eficacia antioxidante del hidrolizado es dependiente
de su concentracion en el aceite y llega a superar al TBHQ a partir de 100 ppm.

Mediante la adicion de taninos hidrolizados de tara es posible aumentar la estabilidad del
aceite de soya a 60 °C. Los hidrolizados redujeron la formacion de hidroperdxidos, dienos
conjugados y productos secundarios de la oxidacion en aceite de soya durante el
almacenamiento realizado a 0, 5, 10, 15y 20 dias. Sin embargo el TBHQ fue mas eficiente en la
proteccion del aceite bajo las mismas condiciones de evaluacion.

Los extractos de tara entero e hidrolizados por 4 h y 9h protegieron eficientemente a la
carne de cerdo sometida a almacenamiento en refrigeracion (4°C por 6 dias) de la oxidacion
lipidica a las concentraciones de fendlicos de 100, 200 y 600 ppm. Los mismos extractos
presentaron buenas caracteristicas antioxidantes frente a la oxidacion de proteinas de la carne de
cerdo a la concentracion de 100 ppm.

Palabras clave: tara, Caesalpinia spinosa, taninos, galotaninos, hidrolisis, acido galico,
capacidad antioxidante, aceite,carne.



I. INTRODUCCION

La tara (Caesalpinia spinosa) es un arbol de origen peruano que crece en las
zonas secas. Sus flores son de color amarillo rojizo dispuestas en racimos, sus frutos son
vainas aplanadas de color naranja de 8 a 10 cm de largo que contienen de 4 a 7 granos
de semilla redondeadas de 0.6 a 0.7 cm de diametro cada una. Crece en forma silvestre
en la region andina y costa peruana. Es cultivada en terrenos situados entre los 1000 y
2900 msnm; las principales zonas productoras son los departamentos de: Cajamarca, La

Libertad, Ayacucho, Huancavelica, Apurimac, Ancash y Huanuco (De la Cruz, 2004).

El Pert es el mayor productor de tara en el mundo con el 80% de la produccion
mundial. La mayor parte de esta produccién se destina a la exportacién, como polvo de
vaina de tara a paises como: Argentina, Italia, Estados Unidos, Alemania, Brasil,
Uruguay, Bélgica, China, Sudafrica, México, Corea, Suiza y Francia. La exportacion de
tara data desde 1942, sin embargo es a partir de la decada de los 70 que el volumen 'y
precio se incrementaron, reportandose niveles de 2056 a 5820 TM/afio entre los afios
1975y 1979 con precios FOB de 190 a 245 US$/TM respectivamente. En la década de
los 80 la exportacion de tara descendid desde 3883 TM/afio (1980) a 1644 TM/afio
(1989) con precios de 359 a 248 US$/TM, respectivamente. Finalizando esta década
aparece un nuevo mercado en Asia, Japén, India y como principal pais de destino
China; en la década de los 90 se reinicia el incremento de la exportacion con 2614 TM
/afio, con un precio FOB de US$ 370, llegando en el afio 1997 a exportarse 6531 TM a
434 USS$/TM En los ultimos afios las exportaciones de tara en polvo sobrepasaron las
12,000 TM y un valor promedio US$ 750.

La tara, como fuente natural integral (tallo, hojas y frutos) es utilizada desde la
época prehispanica en la medicina folclérica o popular como: astringente, cicatrizante,
antidisentérico, también como mordiente en tefiidos. Se atribuye estas propiedades a su

gran potencial como antioxidante.

Las vainas, previamente despepitadas, representan aproximadamente el 62% del
peso del fruto, en esta se concentra la mayor parte de los taninos. Las vainas secas son
molidas para obtener polvo de tara de diferente granulometria (grueso o ultrafino), del
que se puede obtener un extracto acuoso que luego de ser decantado/filtrado,

concentrado y secado por atomizacion se obtiene extracto tanico de tara, del que se



puede obtener acido tanico, acido galotanico y acido galico. De las semillas o0 “pepas”,
mediante un proceso termo-mecénico, se obtiene una goma de uso alimenticio
proveniente del endospermo, constituyéndose en una importante alternativa a las gomas

tradicionales en la industria mundial de alimentos, pinturas, barnices, entre otros.

En los Gltimos afios se ha incrementado la aplicacion industrial de la tara, debido
a que sus vainas son fuentes importante de taninos, un compuesto fenolico que se utiliza
en la industria como clarificador del vino, como sustituto de la malta en la elaboracion
de cerveza y como materia prima para la produccion de acido galico que es utilizado

como antioxidante en la industria de los aceites (De la Cruz, 2004).

Los taninos se dividen en, taninos condensados y taninos hidrolizables, la tara
en polvo contiene gran cantidad de éstos ultimos (50 a 60 g/100 g de tara),
principalmente del tipo galotaninos y en menos proporcion elagitaninos. Los taninos, se
hidrolizan por accion de acidos o enzimas originando un azucar, un polialcohol y un
acido fenol carboxilico, de la naturaleza de este Gltimo &cido depende su subdivision en:
galotaninos y elagitaninos (figura 1). La hidrdlisis completa de los taninos de la tara da
cantidades importantes de &cido galico (o derivados) y en menor concentracion acido
elagico (o derivados), compuestos cuya capacidad antioxidante es mayor que la de los
taninos; siendo una alternativa interesante determinar la capacidad antioxidante de los
hidrolizados de los taninos de la tara y evaluar su eficacia en la conservacion de

productos oleosos como aceite de soya y carne de pescado.

La transformacién de los taninos de la tara en compuestos fendlicos
antioxidantes de bajo peso molecular puede ser una alternativa para la obtencion de
extractos de alto valor agregado cuya demanda actual es creciente por su utilidad como
suplemento alimenticio, su aplicacion farmacéutica y como sustituto de antioxidantes

sintéticos empleados en la industria de alimentos.

Segun Srivastava (2000), el acido tanico (TA) es un tipico tanino hidrolizable
que consiste en una mezcla de acido galico y de ésteres de glucosa. De manera similar a
los taninos condensados, también el acido tanico es conocido por su capacidad de
inducir efectos benéficos sobre la salud humana a través de la expresion de algunas



actividades biologicas, incluida antimutagénesis, propiedades antioxidantes y accién

anticancerigena.
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Figura 1. Galotaninos y elagitaninos hidrolizables

Segun Garro et al. (1997) las vainas de tara tienen una cantidad importante de
taninos hidrolizables cuyo producto principal es el acido gélico.

Los taninos, junto con las catequinas, estan entre los antioxidantes mas potentes
de origen vegetal conocidos. Pueden formar complejos con los metales reactivos,
reduciendo su absorcidn, evitando que el exceso de tales elementos (cationes del metal)
en el cuerpo puedan promover la generacion de radicales libres y contribuir a los efectos
perjudiciales del dafio oxidativo de la membrana celular y del ADN celular; ademas
funcionan como potentes limpiadores de radicales libres dentro del cuerpo,
neutralizandolos antes de que puedan causar dafios celulares (Hagerman et al., 1998 y
Gaulejac et al. 1999). Adicionalmente, inciden en la proteccion y regeneracion de otros

antioxidantes dietéticos (como la vitamina E).



Dada las caracteristicas antioxidantes de los taninos hidrolizables y de los
productos de su hidrdlisis, como el acido galico, sus posibles aplicaciones en sistemas
alimenticios como en aceites o carnes son muy factibles. El deterioro oxidativo de
proteinas y lipidos es uno de los mayores problemas que afectan a la industria de
alimentos debido a la pérdida de calidad asociada con dichos procesos. La oxidacion
lipidica disminuye las propiedades sensoriales y nutricionales de los alimentos ya que
involucra la pérdida de acidos grasos esenciales y vitaminas con la consecuente
generacion de compuestos tdxicos, causando adicionalmente, cambios y deterioro en el
color, sabor y textura (Morrisey et al.,1998). De otro lado, el deterioro oxidativo de las
proteinas ha sido ampliamente investigado en sistemas biologicos pero apenas
considerado en sistemas alimenticios. Diversos estudios han demostrado que los
procesos de oxidacion proteica producen la polimerizacion y degradacion de las
proteinas en la carne, lo que conlleva a la disminucion de la funcionalidad y solubilidad
de las proteinas, asi como también a cambios en cuanto a color y textura en los

alimentos (Pokorny et al., 2005).

Con la finalidad de frenar el deterioro oxidativo de los alimentos, generalmente
la industria de alimentos usa antioxidantes sintéticos como el butilhidroxianisol (BHA),
el butilhidroxitolueno (BHT) y la terbutilhidroxiquinona (TBHQ) para retardar y/o
prevenir el desarrollo de la oxidacion en los alimentos (Frankel, 1996). Sin embargo el
uso de estos antioxidantes sintéticos ha sido cuestionado debido a su potencial riesgo a
la salud, ellos pueden ser responsables de la aparicion del cancer y carcinogénesis (Hou,
2003; Prior, 2004). Frente a esta realidad la busqueda de antioxidantes naturales se ha

convertido en una de las principales tareas a nivel de investigacion alimentaria.

Objetivo general

- Determinar las condiciones dptimas para la obtencion de extractos antioxidantes de
tara y evaluar su eficacia en la proteccion frente a la oxidacion en aceites y carnes.

Objetivos especificos

- Determinar los parametros de extraccion Optimos para la obtencién de taninos
hidrolizables a partir de la vaina de tara, determinando en el extracto 6ptimo los

compuestos fendlicos, actividad antioxidante, contenido de flavanoides vy



flavonoides del tipo flavonas, flavonoles e isoflavonas asi como el perfil de
compuestos fenolicos principales mediante HPLC — DAD.

Estudiar la cinética de hidrdlisis quimica de los taninos del extracto de tara.
Determinar la influencia del grado de hidrolisis de los taninos en la capacidad
antioxidante “in vitro” y evaluar la eficacia antioxidante en aceite de soya y en

carne de pescado.



II. MATERIALES Y METODOS

2.1 Lugar de ejecucion
El presente trabajo se realizd en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad

Nacional Agraria La Molina (IBT), en el area de Biotecnologia Industrial.

2.2 Materiales

2.2.1 Materia prima e insumos
Vainas de tara (Caesalpinia spinosa) provenientes del departamento de Ancash.
Aceite crudo de soya.

Carne de cerdo molida (parte lomo).

2.2.2 Equipos y materiales de laboratorio

Agitador magnético (Ceramic midi Polimax 2010 Ika), Balanza analitica (Ohaus
Adventurer), Balanza semi-micro (Scientech), Balanza electrénica de precision (Ohaus
Scout I1), Bomba de vacio (General Electric), Calorimetro de barrido diferencial (Perkin
Elmer PYRYS 1V), Centrifuga (Heltich Zentrifugen), Congeladora horizontal
(Electrolux), Colector de fracciones (Eldex), Espectrofotometro Génesis 20 (Milton
Roy), Estufa (Memmert), Modulo de Separaciones HPLC Alliance Waters 2695 que
comprende un Detector de arreglo de diodos Waters 2996 y un Detector de
fluorescencia Multi Waters 2996 (Waters), Columna X Terra RP Cys (250" 4.6 mm; 5
um), Columna Atlantis C;s (250 x 4.6 mm; 5 um), Potenciometro 410 (Aplus
Termoorion), Rotavapor Laborota 4000 (Heidolp), Sistema de liofilizacion Freezone 4.5
(Labconco), Ultrasonido (Ultrasonic Cleaners 2510 Brandson) Vortex Mixer Wizard y
Classic Velp y otros materiales de laboratorio.

2.2.3 Reactivos

ABTS 2,2 Azino-bis ( 3 ethylbenzothializone-6-sulfonic acid) diamonnium salt 98%
(Sigma Aldrich), Acetona (Fisher Scientific), Acetato de etilo (Sigma Aldrich),
Acetonitrilo grado HPLC (Fisher Scientific), Acido acético glacial (Fisher Scientific),
Acido clorhidrico fumante al 37 % (Merck), Acido formico (Sigma Aldrich), Acido
gélico (Sigma Aldrich), Acido sulfdrico (Merck), Acido tiobarbitdrico (Sigma), Acido
tricloro acético (Fermont), Albumina de suero bovina (Sigma), Almidon soluble (J.T.



Baker), Carbonato de sodio (Mallinckrodt), Cloroformo (Fermont), Etanol HPLC
(Merck), Folin Ciocalteau 2N (Sigma Aldrich), Isooctano (Fermont), Metanol HPLC

99,8% (Sigma Aldrich), Nitrogeno gaseoso (AGA), Oxigeno (Praxair), p-Anisidina
(Sigma Aldrich), Persulfato de potasio (Mallin- ckrodt), Rodanina (2-thio-4-ketothi
azolidine) (Sigma Aldrich), TBHQ (Dresen Quimica ), Tiosulfato de sodio (Merck),
Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl chroman-2-carboxylic acid) (Sigma Aldrich),

Yoduro de potasio (Merck), Dinitrofenilhidrazina (Sigma), , Hidrocloruro de guanidina

(Merck), Sulfato de cobre (Riedel de Haén), Tartrato de sodio y potasio (Mallinckrodt).

otros reactivos empleados en los analisis.

2.3 Métodos de analisis

Determinacion de humedad y materia seca. Método gravimétrico reportado por la
A.0.A.C (1995).

Determinacion de la actividad antioxidante. Método reportado por Arnao (2001).
Determinacion de compuestos fenolicos totales. Método reportado por Singleton y
Rosi (1965).

Determinacion de acido galico y galotaninos. Método de Hagerman et al. (1998).
Separacion, identificacion y cuantificacion de los principales compuestos
fenolicos. Se empleara cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) y un
detector de arreglo de diodos segun el método reportado por Tsao y Yang (2003).
Los estdndares, extractos y fracciones de fendlicos serdn separados en una
columna de fase reversa de Cis, X Terra RP 15 (250mm x 4,6mm; 5 um) de
Waters, con una fase binaria compuesta de &cido acético al 6% y acetonitrilo .Los
compuestos fendlicos seran identificados usando un detector de arreglo de diodos
(DAD) en el rango de 200 — 700 nm.,de acuerdo a su espectro de absorcién en la
longitud de onda UV - visible y su respectivo tiempo de retencion al comparar
con los estandares.

Determinacion del periodo de induccion en la oxidacion de aceite de soya por
Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC). Segun el método descrito por Besbes
et al. (2005) y Tan et al. (2002).

Determinacion del indice de peréxido. Método 965.33 de la AOAC (Association
of Official Analytical Chemists, 1995).

Determinacion del contenido de dienos conjugados. Método 957.13 de la AOAC
(Association of Official Analytical Chemists, 1995).



- Determinacion del indice o valor de p-anisidina (p-AV). Método 2.504 de la
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry, 1987).

- Determinacion de la oxidacion de proteinas en carne. Se utilizo el método descrito
por Oliver et al. (1987), donde las proteinas oxidadas son detectadas con 2,4
dinitrofenilhidrazina (DNPH) el cual reacciona con los derivados de carbonilos de
proteina para formar hidrazonas estables. Estas hidrazonas muestran una absorcion
visible con un méaximo de absorbancia a 370 nm. Los resultados se expresan como
nmol de carbonilos/ mg de proteina.

- Determinacion de la oxidacion lipidica en carne. Para medir la oxidacion lipidica
se empleo el método reportado por Rosmini (1996), el cual se basa en la reaccion
del malonaldehido (MDA) con el &cido tiobarbitarico (TBA) para obtener un
pigmento rojo que se forma por la condensacion de dos moléculas de TBA con
una molécula de MDA. La lectura se efectuard a 532 nm. Los resultados se

expresaran como mg de MDA/ g de muestra.

2.4 Metodologia experimental
2.4.1 Optimizacion de la extraccion de los taninos de tara
Las vainas de tara fueron procesadas con la finalidad de obtenerla bajo la forma

de harina (Figura 2), la cual posteriormente fue empleada para la extraccion de taninos.
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Figura 2. Flujo de operaciones para la obtencion de taninos de tara
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Para determinar y definir los factores que afectan el proceso de extraccion de los
taninos a partir de la tara en polvo, se realizaron pruebas preliminares con el fin de
determinar el tipo de solvente mas adecuado para el proceso de extraccion de los taninos
asi como el pH del medio para lograr la maxima extraccion de los taninos. Para ello se

procedid a evaluar la extraccion bajo las siguientes condiciones:

a. Variables:
Solvente: Metanol 80% (v/v), etanol 80% (v/v), agua y acetona 80% (v/v)
Nivel de pH: 2,3y 5

b. Constantes:
Temperatura y tiempo de extraccion: 4°C por 20 h

Relacion materia prima/solvente: 1/375

Los extractos obtenidos bajo estas condiciones fueron evaluados en contenido de
taninos hidrolizables (galotaninos), compuestos fendlicos y capacidad antioxidante. Los
resultados fueron evaluados estadisticamente utilizando un ANOVA (multifactorial a un
nivel de significacion de p< 0.05), en caso existiesen diferencias significativas entre las
factores evaluados se procedié a realizar el test de rangos maltiples de medias a través
del procedimiento de las menores diferencias significativas de Fisher (LSD);

seleccionandose finalmente el solvente y el pH mas adecuado para la extraccion.

Posteriormente para determinar y definir los factores que afectarian al proceso
de extraccidn de los taninos de la harina de tara se realiz6 un “Screening” preliminar, en
el cual se consideré como respuestas el contenido de taninos de los extractos (al ser este
el componente fendlico mas importante en la tara). Se evalu6 la influencia de los
siguientes factores: relacion de materia prima/solvente (m/v), temperatura de extraccion
(°C) y tiempo de extraccion (min). De la prueba preliminar se seleccion6 el agua como
el solvente de extraccion de taninos més adecuado y se determind que el pH, en el rango
estudiado, es un factor que no influye en la extraccion de los taninos. Se aplico el disefio
experimental correspondiente al criterio de “mayor es mejor” del método de Taguchi
con arreglo ortogonal L4 (2%) (Marfil, 1999), evaluando en forma simultanea, los tres
factores que condicionarian la extraccion de los taninos. La distribucion de los factores,

sus interacciones y los niveles minimos y maximos de cada factor evaluado se presentan
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en las tablas 1 y 2. Se realizd un analisis de varianza utilizando el programa

STATISTICA® para determinar las diferencias significativas entre los factores.

Tabla 1. Niveles minimos y maximos para el “screening” de los factores en el

disefio experimental de Taguchi con arreglo ortogonal Lg (27)

Niveles

Factores 1 2

Minimo Maximo

Materia prima/solvente (p/v) (A) 10 60
Temperatura (°C) (B) 25 75
Tiempo (h) (C) 0.5 3

Tabla 2. Distribucion de los factores y sus niveles en el disefio experimental de

Taguchi con arreglo ortogonal L, 2%

Tratamientos Factores de control
(corridas) A B C
1 1 1 1
2 1 2 2
3 2 1 2
4 2 2 1

Para la optimizacion de la extraccién de taninos por el método de Superficie de
Respuesta (MSR) se empled el Disefio Central Compuesto Rotable (DCC). Se
consideraron los factores que resulten significativos, segun el analisis de varianza
realizado en el “screening” de Taguchi. Asimismo, los niveles por factor se
establecieron a partir del criterio “el mayor es mejor” obtenido del screening. EI DCC se
realizd con 13 corridas (por triplicado) y cinco réplicas alrededor del punto central
(Montgomery, 2003). Los efectos de la variabilidad en la respuesta observada debido a

variables extrafias seran minimizados aleatorizando el orden de los experimentos.

En la optimizacion del proceso de extraccion de los taninos se utilizo el programa

STATGRAPHICS Plus®, para la obtencion de los coeficientes de regresion, los datos
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experimentales se ajustaron al modelo que presente el mejor ajuste. Como etapa final se

procedid a validar los resultados obtenidos.

2.4.2 Estudio de la cinética de hidrdlisis de taninos

Se realiz6 un proceso de extraccion de los taninos y una hidrolisis acida; teniendo
como variable independiente el tiempo de hidrdlisis (15 niveles) y variables
dependientes la concentracion de acido gélico libre y compuestos fendlicos totales. Para
la evaluacion de las caracteristicas antioxidantes de los taninos hidrolizados, se procedid
a una purificacion del &cido sulfdrico, mediante una separacion liquido-liquido con

acetato de etilo.

En la Figura 3 se reporta el flujo de operaciones para la obtencion del extracto
hidrolizado.
a. Extraccion.- Se realizd una extraccion con acetona al 80% (solvente que no
interfiere con el proceso de hidrolisis y que garantiza una maxima extraccién), con una
relacion materia prima:solvente de 1: 100 (p/v), durante 20 horas a 4 °C; luego se
centrifugd a 4000 rpm durante 15 min, obteniéndose el extracto entero (EE). El EE se
concentré a vacio a 38 °C, para eliminar la acetona luego se resuspendié en agua
destilada; se enfrio6 a ~ 4 °C y mantuvo durante 16 horas a esta temperatura y
posteriormente se centrifugé a 4000 rpm por 15 min, con el fin de conseguir una
clarificacion adecuada. El extracto acuoso obtenido se denomina extracto bruto (EB).
b. Hidrdlisis.- Al EB con una concentracion de taninos de 20 mg a galico equi./ml se
adicion6 H,SO, hasta una concentracién 2N y se sometio en bafio Maria a 100°C por
diferentes tiempos: 0; 0.5; 1; 1; 2; 4; 5; 6; 8; 9; 20; 24 y 28 horas. El extracto fue
centrifugado para obtener el extracto hidrolizado (EH), al cual se determind su
concentracion de acido galico y compuestos fendlicos totales y se determiné el grado

de hidrdlisis (GH) mediante la siguiente relacion:

GH (%) = wao %
AG .- AG,
Donde: AGgy = Acido galico en el extracto hidrolizado a un tiempo t

AG; = Acido gélico en el extracto antes de hidrolizar

AGyc= Acido galico en el extracto sometido a hidrolisis completa
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Figura 3. Flujo de operaciones para la obtencion de taninos hidrolizados de tara

c. Purificacion.- EI EH, se sometid a una purificacion mediante una separacion
liquido-liquido con acetato de etilo (Gonzéalez, 2004), en una relacién 1:2 (v/v)
hidrolizado: acetato de etilo, dos veces consecutivas con la finalidad de eliminar el
acido sulfurico en la fase acuosa. El acetato de etilo fue removido por evaporacion al
vacio a 38 °C hasta sequedad, aproximadamente 5 minutos, recuperandose los

compuestos con etanol absoluto.
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Se determind en los extractos purificados el contenido de &cido galico, compuestos
fenolicos totales, capacidad antioxidante, y el perfil de compuestos fendlicos mediante
HPLC — DAD.

2.4.2.1.Determinacion de la capacidad antioxidante de los taninos hidrolizados

En esta etapa se evalud la capacidad antioxidante de los hidrolizados frente al
radical ABTS", en esta evaluacion se tom6 como variable independiente el tipo de
hidrolizado (con diferente grado de hidrélisis) y como variable dependiente la actividad
antirradical. Para evaluar la capacidad antioxidante especifica se divide la capacidad
antioxidante entre compuestos fenolicos totales (umol trolox equi./ mg de & galico
equi). El disefio experimental usado en esta etapa es un disefio completamente al azar
con un solo factor con 9 niveles y 3 repeticiones. Se realizé un andlisis de varianza
unifactorial (ANOVA), ademas se empled la prueba de Duncan para poder comparar la
actividad antirradical para diferentes grados de hidrolisis, utilizando el programa
STATGRAPHICS Plus ®.

2.4.3. Estudio de la eficacia antioxidante de los hidrolizados en aceite de soya

2.4.3.1.Evaluacion de la eficacia antioxidante de los taninos y taninos hidrolizados
de tara en aceite de soya, mediante calorimetria de barrido diferencia
(DSC)
La fraccion acetato de etilo fue concentrada y resuspendida en etanol (FAEC),
seguidamente se aplicaron 100 ppm de compuestos fendlicos al aceite crudo de soya
(0,1 mg & galico equi / g aceite), homogeniz6 y analizé por DSC. Las condiciones de
trabajo para el andlisis por DSC fueron: velocidad de calentamiento 40 °C/min,
temperatura 140 °C, flujo de oxigeno 35 mm*min. Se consideré un blanco: aceite
crudo de soya sin antioxidantes y se comparé un antioxidante sintético (TBHQ).

El periodo de induccion de la reaccion de oxidacion se determinG por la
interseccion de las tangentes de la curva isoterma (Tan et al., 2002). Luego se calculé el
factor de estabilizacion (Belitz et al., 2009; Farhoosh et al., 2007; Marinova y
Yanishlieva, 2003; Zhang et al., 2004; Pokorny et al., 2005):

F= Plinn/Plo

Donde: Pl;,,= periodo de induccidn en presencia de un inhibidor y Ply= periodo de induccidn en el

sistema no inhibido, este calculo comparativo sirve para medir la eficacia del antioxidante.
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En esta etapa se tomé como variable independiente el tipo de antioxidante afiadido
(hidrolizados con diferente grado de hidrélisis y TBHQ) y como variable dependiente el
factor de estabilizacion. El disefio experimental usado en esta etapa es un disefio
completamente al azar con un solo factor con 10 niveles y 3 repeticiones. Se realizo un
analisis de varianza unifactorial (ANOVA), ademas se empled la prueba de Duncan
para poder comparar la actividad antirradical para diferentes grados de hidrdlisis,
utilizando el programa STATGRAPHICS Plus ®.

2.4.3.2.Efecto de la concentracion de los extractos hidrolizados en la estabilidad
oxidativa de aceite de soya a 140°C

De acuerdo a los resultados precedentes de ccapacidad antioxidante vy

estabilidad oxidativa, se seleccion6 dos hidrolizados con las mejores caracteristicas (uno

con mayor capacidad antioxidante especifica y otro con mayor factor de estabilizacion -

aceite). El hidrolizado con mayor capacidad antioxidante especifica fue llamada H>caox

y el hidrolizado con mayor factor de estabilizaciéon, Hs.

Se evaludé la estabilidad oxidativa del aceite de soya con diferentes
concentraciones de estos dos hidrolizados. Se realizo un ensayo con un control sin
antioxidante uno con TBHQ como referencia. Este andlisis se realizd6 mediante DSC a
140 °C. Se tomaron como variables independientes el tipo de antioxidante afiadido
(H>caox, H-r Yy TBHQ) y la concentracion del antioxidante (0, 50, 100, 200 y 300 ppm),
siendo la variable dependiente, el factor de estabilizacion. Se sabe que el valor en ppm
es de interés tecnoldgico y asimismo sirve para comparar antioxidantes complejos como
extractos de plantas (Cuvelier et al., 1992; Khan y Shahidi, 2001).

El disefio experimental usado en esta etapa fue un disefio multifactorial al azar
con un arreglo de 3 x 4 con 3 repeticiones. Se realiz6 un analisis multifactorial de la
varianza del factor de estabilizacion, determinando si los antioxidantes y la
concentracion afadida tienen un efecto significativo sobre este factor. Seguidamente se
realizd un analisis de regresion polinomial para evaluar el efecto de la concentracion

sobre el factor de estabilizacion.
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2.4.3.3.Evaluacion de la estabilidad oxidativa de aceite de soya con los extractos
hidrolizado a 60°C.

Se adicion6 al aceite crudo de soya los hidrolizados (Hscaox, H>F) y TBHQ en
concentraciones de 100 y 200 ppm, se almacenaron a 60 °C durante 0, 5, 10, 15y 20
dias. Para cada periodo de tiempo se determino el indice de perdxido, valor de p-
anisidina, dienos conjugados y tiempo de induccidn residual a 140 °C mediante DSC.
Una muestra de aceite de soya sin antioxidantes afiadidos se traté bajo las mismas
condiciones para ser usada como control (blanco). Todas las muestras de aceite (20 g)
fueron puestas en botellas color &mbar (40 mL) con un &rea superficial de 12,5 cm? en
estufa con recirculacion de aire. Cada 5 dias se tomo una botella de aceite para realizar

los analisis correspondientes.

Esta etapa fue realizada en base a un disefio multifactorial con tres variables
independientes: tipo de antioxidante (Hscaox, H-r y TBHQ), concentracion del
antioxidante (100 y 200 ppm) y tiempo de almacenamiento (0, 5, 10, 15 y 20 dias); con
3, 2'y 5 niveles respectivamente. Se realizaron analisis multifactoriales de varianza del
indice de perdxidos, contenido de dienos conjugados, valor de p-anisidina y tiempo de
induccidn residual, determinando si el tipo de antioxidante, concentracion y el tiempo
de almacenamiento tienen un efecto significativo sobre estos factores (efectos
principales). Seguidamente se realizd un analisis de varianza para cada antioxidante y

tiempo con el fin de evaluar sus efectos simples.

2.4.3.4. Evaluacion de la eficacia antioxidante de los extractos hidrolizados en
carne de cerdo
En esta etapa del trabajo se trabajo con los extractos entero (EE) e hidrolizado de
tara (EHsn y EHgn) que fueron previamente purificados por medio de una particion
liquido-liquido con acetato de etilo tal como se indica en la seccién 2.4.2.c. Cada uno de
los extractos fueron resuspendidos en etanol absoluto para ser aplicados posteriormente
a la carne de cerdo.

Los EE y EHa, y EHgp fueron aplicados a la carne de cerdo molida bajo tres
concentraciones de fendlicos: 100, 300 y 600 ppm, con la mezcla se procedié a hacer
hamburguesas de 50 g aproximadamente. Paralelamente se evaludé el empleo del

antioxidante artificial BHT a la dosis recomendada de 200 ppm y un blanco (carne de
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cerdo sin antioxidantes), el cual actuard como patron de comparacion respecto a los
antioxidantes. Las hamburguesas fueron colocadas bajo refrigeracion a 4 °C por un
periodo maximo de 6 dias. Al inicio y cada dos dias (tiempo 0, 2, 4 y 6 dias) se procedid
a sacar las muestras para realizar la evaluacion de la oxidacion de proteinas (formacion

de carbonilos) y oxidacion de lipidos (formacién de malonaldehido).

Todos los ensayos se realizaron con tres repeticiones. Por cada tratamiento
(dosis de fendlicos por cada extracto) se procedid a realizar un analisis de varianza
ANOVA del factor (contenido de malonaldehido, contenido de carbonilos) para
determinar si existen diferencias significativas (p<0.05). En caso existieron diferencias
significativas se emple6 la Prueba de Duncan para comparar las medias. Se utilizo el

programa StatGraphics®.
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Optimizacion de la extraccion de los taninos de tara

Muchos factores tales como la composicion del solvente, tiempo de
extraccion, temperatura de extraccion, relacién materia prima/solvente, presion de
extraccion entre otros, pueden influenciar significativamente la eficacia de
extraccion de cualquier proceso (Cacace y Mazza, 2003; Liyana-Patirana y
Shahidi, 2005). Dada la importancia que juega cada uno de los factores en el
proceso de extraccidn, se hace necesario realizar un estudio en el cual inicialmente
se establezcan que factor/es influye/n directamente en el proceso extraccion, lo
cual dependera en gran medida del tipo de compuesto de interés a extraer y de la
matriz vegetal donde se encuentra dicho compuesto; para que posteriormente con
los factores identificados se llegue a una optimizacion que asegure la mayor

recuperacion de los compuestos de interés.

Es asi que no existe un proceso Unico de extraccion, sino que este debe ser
desarrollado y optimizado para cada tipo de matriz vegetal en funcion al
compuesto a obtener. Como en la presente investigacion se va a trabajar con los
taninos hidrolizables de la tara en diferentes pruebas (grado de hidrdlisis,
aplicacion en aceites y carnes), se decidié comenzar el trabajo experimental con la
optimizacion del proceso de extraccién de los taninos hidrolizables de la harina de

tara.

3.1.1. Pruebas preliminares
Las pruebas preliminares tuvieron como objetivo determinar el tipo de
solvente mas idoneo para la extraccion de los taninos de la tara, asi como

determinar si el pH del solvente tiene influencia en la extraccion de los mismos.

Los solventes evaluados fueron: el metanol 80%, etanol 80%, acetona 80%
y agua; para la seleccion de los mismos se consulto trabajos previos realizados en
procesos de extraccion de taninos a partir de diferentes matrices de origen vegetal
(Cacho et al., 1980; Ossipov et al., 1997 y 2003; Inoue & Hagerman, 1988;



Salminen, 2003; Muchuweti et al., 2006). De otro lado, el pH es un factor poco
estudiado en los procesos de extraccion de taninos, asi que con el fin de evaluar si
es necesario tomar en cuenta este factor en el proceso de optimizacion de los

taninos se decidio trabajar a tres niveles de pH: 2, 3y 5.

Los resultados de esta prueba se aprecian en la tabla 3, donde se presentan
la cantidad de taninos, contenido de compuestos fendlicos y la capacidad

antioxidante obtenidos.

Tabla 3. Contenido de taninos, compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante en los extractos obtenidos con diferentes solventes

de extraccién y a diferentes niveles de pH”

Contenido de

taninos Compuestos
Capacidad antioxidante
Solvente de hidrolizables fendlicos (mg
. (umol TE/g, b.s)°
extraccion Galotaninos GAE/g, b.s)

(mg GAE/g, b.s)*

Nivel de pH
208 3.06 505 208 3.06 505 208  3.06  5.05
Agua 4850 505.1 472.6 3382 4315 3458 87759 10020.6 9610.1
Metanol 80% 5893 2511 3029 569.9 591.8 526.4 120184 11300.4 128385
Etanol80% 9735 3552 3384 4354 4451 4488 122324 128155 11807.5
Acetona80% 13 5388 5264 5824 6415 5527 11827.9 116915 11908.1

% Promedio de dos repeticiones
® Condiciones de temperatura y tiempo de extraccion: 4 °C por 20 h y relacién materia

prima solvente: 1/375.
. mg de 4. galico equivalente en base seca
e. micromol equivalente de trolox en base seca

De los resultados de la tabla 3, se observa que el solvente de extraccion

influyé en la cantidad de taninos, compuestos fenolicos (CF) y capacidad
antioxidante (CAOX) recuperados en los extractos. La mayor cantidad de taninos,
para todos los niveles de pH evaluados, fueron recuperados con la acetona al 80%

seguido del agua, etanol 80% y metanol 80%, respectivamente. La acetona sido
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reportada como uno de los mejores solventes de extraccion (Inoue & Hagerman,
1987). Hagerman (2002) indica que el empleo de metanol en la extraccion de los
taninos hidrolizables puede traer consigo una reaccion denominada metanolisis.
La metanolisis se produce cuando el metanol es empleado como solvente de
extraccion de los taninos hidrolizables, asi se ha reportado que los galotaninos
(principal tanino hidrolizable de la tara) en presencia del metanol y buffer acetato
pasan a formar metil galato y penta galoil glucosa (PGG) (estructura base de los
galotaninos); también puede producirse la metandlisis cuando los galotaninos son
mezclados con metanol y &cido sulfdrico produciéndose metil galato y glucosa;
ambas reacciones producen estructuras quimicas diferentes a los galotaninos
iniciales lo que disminuye considerablemente la cantidad recuperada de los
mismos. De otro lado, cabe sefialar que el empleo de metanol asi como el de la
acetona con fines futuros de aplicacion en alimentos, presentarian restricciones al
ser considerados como solventes de grado no alimentario. De acuerdo a lo
mencionado, el solvente méas apropiado para la extraccién de taninos hidrolizables
(galotaninos) de la tara resultaria ser el agua por su buena eficiencia de extraccion
y su bajo costo, tal como ha sido sefialado previamente por Cacho et al. (1980).
Sin embargo, si se requiere identificar y cuantificar taninos, el mejor solvente de
extraccion resulta ser la acetona al 80%, lo que concuerda con otras

investigaciones (Sun, 1992; citado por Tian et al., 2009).

El analisis de variancia (multifactorial) para la extraccion de los taninos,
mostré que hubo diferencias significativas para el factor solvente, mientras que
para el pH no se presentaron diferencias significativas (p < 0.05); esto Gltimo
quiere decir que el pH no resulté ser un factor influyente en el proceso de
extraccion de los taninos, por lo que esta variable no sera considerada dentro de
los factores de optimizacion de la extraccion de los taninos de tara. El anélisis de
comparacion de medias de Fisher (LSD, p < 0.05), para el factor solvente de
extraccion indico que la acetona 80% fue el mejor solvente (535.9 mg & galico
equi./g) seguido del agua (487.6 mg a gélico equi./g), etanol 80% (355.7 mg &
galico equi./g) y metanol 80% (281.1 mg & géalico equi./g), corroborando los

resultados encontrados experimentalmente.
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Muchos son los solventes propuestos en la extraccion de los compuestos
fenolicos (CF) reportados en la literatura; la seleccion del tipo de solvente
dependerad en gran medida de la afinidad que muestre el CF hacia el solvente
(donde la solubilidad y polaridad del CF). Escribano-Bailon y Santos-Buelga
(2003) y Silva et al. (2007) indican que la extraccion de CF por solventes de un
material vegetal incluye en primer lugar una etapa de humedecimiento la cual
consiste en la sorcion del solvente en la fase sélida. Luego se da un fenémeno de
difusion, primero dentro del material vegetal y luego a través de las paredes
externas que rodean a las particulas de las plantas.

En la tabla 3 se observa que el tipo de solvente juega un rol importante en
la extraccion de los CF de la tara para todos los niveles de pH evaluados. Al
establecer la eficiencia de extraccion de los CF de la tara en orden de importancia
se encontrd lo siguiente: acetona 80% > metanol 80% > etanol 80% > agua. La
acetona fue el mejor solvente de extraccion de los CF y el agua el menos eficiente.
Estos resultados indican que los CF de la tara presentarian mayor afinidad
(solubilidad) hacia un solvente de polaridad intermedia (tal como la acetona 80%
y metanol 80%). Los taninos hidrolizables representan la mayor proporcion de los
CF de la tara es por ello que la acetona 80% resulto ser eficaz para la extraccion

de ambos compuestos.

Con respecto al pH, se observa que este factor si influyd en la extraccion
de los CF, siendo el mejor pH de extraccién para todos los solventes estudiados el
de 3.06. El empleo de pH dentro del rango &cido provocaria la rotura de las
paredes celulares del material vegetal favoreciendo la liberacion de los CF
encerrados dentro de ellas con la consecuente mayor extraccion de los mismos
(Chirinos et al., 2007). Niveles de pH bajos (2.08) producirian la hidrolisis de los
CF dando origen a compuestos inestables, mientras que el empleo de pH mas altos
(5.05) no aseguraria una buena desintegracion de las paredes celulares limitando

la extraccion de los CF.
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El analisis de variancia para la extraccion de los CF, indicé que se
presentaron diferencias significativas para el factor solvente de extraccion y pH (p
< 0.05). El andlisis de comparacion de medias de Fisher (LSD, p < 0.05)
confirmd a la acetona 80% como mejor solvente de extraccion (592.2 mg & galico
equi./g) seguido del metanol 80% (562.7 mg & galico equi./g), etanol 80% (443.1
mg a galico equi./g) y agua (371.8 mg a galico equi./g). En lo que respecta al pH
el mejor fue el pH 3.0 (527.5 mg a gélico equi./g) seguido del pH 2.0 y 5.0 (481.5
y 468.4 mg & galico equi./g, respectivamente), no existiendo diferencias

significativas entre los dos ultimos.

Respecto a la capacidad antioxidante (CAOX), la tabla 3 muestra que ella
también se ve influenciada por el tipo de solvente de extraccién empleado a los
diferentes niveles de pH. De forma global la mayor recuperacion de la CAOX se
present6 con el metanol 80%, etanol 80% Yy acetona 80%, quedando el agua como
el solvente de extraccion menos eficiente. Tomando en cuenta los niveles de pH a
los diferentes solventes empleados se observa que ellos no influyen de manera
decisiva en la CAOX.

El analisis de variancia para la CAOX, indicé que hubo diferencias
significativas para el factor solvente, pero no para el factor pH (p < 0.05). El
andlisis de comparacion de medias de Fisher (LSD, p < 0.05) confirmé que el
etanol 80% (12185 pmol trolox equi./g), metanol 80% (12052 pmol trolox
equi./g) y la acetona 80% (11809 umol trolox equi./g) fueron los mejores
solventes para recuperar la CAOX de la tara no existiendo diferencias
significativas entre ellos, mientras que el agua no asegura una buena recuperacion

de esta propiedad (9468 pumol trolox equi./g).

De acuerdo a los resultados de las pruebas preliminares presentadas arriba
se decidid6 tomar como variable importante a optimizar, en el proceso de
extraccion, al contenido de taninos hidrolizables (del tipo gallotaninos), al
representar ellos la familia de CF mas representativa en la tara y responsables en

buena parte de la CAOX de la misma. Asi, en funcion a esta variable se determino
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que el pH no es un factor que afecta a la extraccién de los taninos, sin embargo el
solvente de extraccion si influyo en la extraccion de los mismos. En el presente
estudio de optimizacion de la extraccion de los taninos de la tara se decidid
continuar el trabajo con el agua como solvente (por su buena eficiencia de
extraccion y bajo costo), tomandose al agua como factor constante para las
siguientes pruebas y trabajando al pH que brinde la mezcla de la tara en polvo en

agua, dado a que el pH no es un factor influyente en la extraccion de los taninos.

3.1.2. Screening de los factores relevantes en la extraccion de los taninos de la
tara utilizando el método de Taguchi

Se realizo6 un screening de Taguchi para determinar los factores que serian
significativos en la extraccion de los taninos de la tara asi como los rangos
experimentales a evaluar. Los factores en estudio considerados en esta parte del
trabajo fueron la relacion materia prima/solvente (dentro del rango de 1/10 a
1/60), la temperatura (rango de 25 a 75°C) y el tiempo de extraccién (rango de 0.5
a 3 h), tomando al agua como solvente de extraccion (factor constante). Los
rangos experimentales establecidos como niveles minimos y maximos para los
factores a evaluar utilizando el método de Taguchi, han sido tomados de las
referencias bibliograficas en la extraccion de taninos hidrolizables de diversas

materias vegetales.

Luego de aplicar el disefio experimental correspondiente al criterio de
“mayor es mejor” del método de Taguchi con arreglo ortogonal L (2°) (Marfil,
1999) para los diferentes factores de extraccion considerados, se obtuvo la
distribucion de los factores y sus correspondientes niveles (minimos y maximos)

que se aprecian en el Tabla 4.
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Tabla 4. Distribucion de los factores y sus niveles en el disefio experimental
de Taguchi con arreglo ortogonal L, (23) para la extraccion de los

taninos hidrolizables de la tara

Factores de control

Tratamientos Relacion Temperatura Tiempo
(corridas) materia “O) (h)
prima/solvente
1 1/10 25 0.5
2 1/10 75 3
3 1/60 25 3
4 1/60 75 0.5

En la Tabla 5, se presentan los resultados de la extraccion de los taninos
hidrolizables recuperados segun los tratamientos (corridas) establecidos del disefio

experimental de Taguchi con arreglo ortogonal Ly (2°).

Tabla 5. Contenido de taninos hidrolizables de la tara de acuerdo al diseio

experimental de Taguchi con arreglo ortogonal L4 (23)*

Factores de control Contenido
Tratamientos Relacion Temperatura Tiempo de taninos
(corridas) materia °0) (h) hidrolizables
prima/solvente (mg a galico
equi./g)
1 1/10 25 0.5 294.1
2 1/10 75 3 468.3
3 1/60 25 3 462.8
4 1/60 75 0.5 460.5

(*) Los tratamientos se realizaron por triplicado y aleatoriamente. Solvente de extraccién agua y
pH ~ 3.50.
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Luego de aplicar el programa STATISTICA® para determinar las
diferencias significativas entre los factores en estudio, se obtuvieron los resultados

que se presentan en la Figura 4.
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Figura 4. Valores sefal/ruido (ETA) de cada factor evaluado para el
contenido de taninos hidrolizables extraidos aplicando el disefio

Taguchi con arreglo ortogonal Ly 2

De acuerdo a la Figura 4 y segun el ANOVA (p < 0.05), se determind que
el factor relacion materia prima/solvente no es un factor significativo en la
extraccion de los taninos de la tara, mientras que la temperatura y el tiempo de
extraccion resultaron ser factores altamente significativos. De acuerdo a estos
resultados la temperatura y el tiempo fueron los factores a ser tomados en cuenta
para disefiar los ensayos a realizar mediante la Superficie Respuesta, en donde se
trabajaron con los niveles maximos (Temperaturas alrededor de 70 °C y tiempo
alrededor de 3 h) segun la premisa empleada por Taguchi de que “mayor es
mejor” tomando la relacion materia prima/solvente de 1/60 como factor

constante.
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3.1.3. Superficie-Respuesta para la optimizacion de la extraccion de los
taninos de la tara

La optimizacion de un proceso (como el de extraccion) puede ser
alcanzada por medio de métodos empiricos o estadisticos. Asi los estudios
clasicos usan el método un factor por tiempo (One-factor-at-a-time), en donde
solo un factor es variable en un tiempo mientras que todos los otros son
constantes. Este método consume tiempo y es costoso. Ademas de que las
posibles interacciones entre los factores en estudio no pueden ser evaluadas y
pueden obtenerse conclusiones engafiosas. EI método Superficie Respuesta puede
superar estas dificultades, dado a que las interacciones son tomadas en cuenta
(Montgomery y Runger, 2003; Silva et al. 2007). Si la Superficie Respuesta es
Ilevada adecuadamente, esta resulta una herramienta poderosa para encontrar las
condiciones Gptimas de un proceso que aseguren su mejora (Bas y Boyac, 2007).
Dada las ventajas que presenta esta metodologia, es que en los Gltimos afios ha
sido utilizada como herramienta en la optimizacién de extraccion de muchos
compuestos bioactivos (Liu et al., 2000), tales como antocianinas (Fan et al.,
2008); compuestos fendlicos (Liyana-Pathirana y Shahidi, 2005; Silva et al.,
2007), entre otros.

Para la optimizacion de la extraccion de taninos por el método de
Superficie Respuesta (MSR) se emple6 el Disefio Central Compuesto Rotable
(DCC). Aplicando el disefio y considerando los factores seleccionados arriba se

trabajo con los codigos de niveles y valores presentados en el tabla 6.

Tabla 6. Factores independientes, codigos de niveles y sus valores para la
optimizacion de la extraccion de los taninos de tara utilizando el

método Superficie Respuesta

Factor independiente Codigos de niveles
Simbolo -1 0 +1
Tiempo (h) X 1 2 3
Temperatura (°C) Xz 60 65 70

Al introducir los factores y sus respectivos niveles en el Disefio Central

Compuesto Rotable (DCC) del método de Superficie Respuesta se tuvieron 13
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corridas (blogue) con sus tres repeticiones haciendo un total de 39 corridas a ser
evaluadas, ademéas de contar por cada bloque con 5 repeticiones alrededor del

punto central, tal como se muestra en la tabla 7.

En la Tabla 7 también se muestran los valores del contenido de taninos

hidrolizables para las 39 corridas realizadas.

Tabla 7. Diseiio Central Compuesto Rotable (DCC) del método de superficie
de respuesta para la extraccion de los taninos hidrolizables de la

tara*

Tiempo Taninos hidrolizables (mg &. gélico
Corridas  Bloque Temperatura °C

h equiv./g, m.s)
1 1 65 2 443.1
2 1 60 1 459.4
3 1 65 3.41421 447 .4
4 1 65 2 448.6
5 1 65 0.585786 463.7
6 1 72.0711 2 427.5
7 1 65 2 440.0
8 1 70 3 4218
9 1 70 1 435.0
10 1 65 2 452.2
11 1 60 3 455.4
12 1 57.9289 2 458.8
13 1 65 2 419.3
14 2 65 2 440.6
15 2 60 1 456.4
16 2 65 3.41421 449.0
17 2 65 2 448.3
18 2 65 0.585786 463.8
19 2 72.0711 2 421.6
20 2 65 2 442.2
21 2 70 3 4255
22 2 70 1 436.6
23 2 65 2 450.0
24 2 60 3 443.6
25 2 57.9289 2 457.0
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26 2 65 2 417.9
27 3 65 2 440.9
28 3 60 1 458.5
29 3 65 3.41421 451.2
30 3 65 2 447.4
31 3 65 0.585786 466.7
32 3 72.0711 2 427.2
33 3 65 2 445.7
34 3 70 3 420.1
35 3 70 1 435.8
36 3 65 2 451.6
37 3 60 3 443.2
38 3 57.9289 2 455.2
39 3 65 2 419.9

(*) Los tratamientos (bloques) se realizaron por duplicado. Condiciones de extraccién constantes:

solvente de extraccién agua, pH ~3.50 y relacion materia prima/solvente: 1/60.

Introduciendo los resultados de los taninos hidrolizables de las 13 corridas
de Superficie Respuesta con sus respectivas repeticiones (3 repeticiones) y
realizando un Analisis de varianza (p < 0.05 se observo que tanto el factor tiempo
y temperatura resultaron ser altamente significativos mientras que sus
interacciones no. Cuando los mismos datos de taninos hidrolizables para las
diferentes combinaciones temperatura-tiempo fueron introducidos al DCC del
método Superficie Respuesta se encontrd que ellos se ajustaban en un 65.56% al

siguiente modelo matematico:

TH = 306,85 + 7,51*T - 32,46%0 - 0,075*T* + 0,036*T0 + 5,97*6°

TH = Taninos hidrolizables (mg a. galico equi/ gms)
T = Temperatura
O = Tiempo

El modelo matematico dio origen a las graficas presentada en las Figuras
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Tiempo

Temperatura

Figura 5. Superficie Respuesta para el contenido de taninos de la tara en

funcion a la temperatura y tiempo de extraccion
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Figura 6. Curva de nivel de la Superficie Respuesta para los factores tiempo

y temperatura en la recuperacion de los taninos de la tara
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De acuerdo a los resultados obtenidos de la tabla 7 y Figuras 5y 6 y del
analisis estadistico realizado, se obtuvo que los parametros para extraer el mayor
contenido de taninos hidrolizables de la tara serian: temperatura de 57.9 °C por un
tiempo de 0,58 h; ademas de utilizar como solvente el agua, un pH ~ 3.56 y una
relacion materia prima/solvente de 1/60; bajo estas condiciones la cantidad

méaxima de taninos recuperados seria de 473.4 mg a galico equi./g de ms.

Como se puede apreciar de la Figura 6, no se lleg6 a una optimizacion por
que en ningin momento se encontr6é un punto central en la curva de nivel, por lo
que se habria llegado a una maximizacion de los factores temperatura y tiempo de
extraccion de los taninos de la tara. Para lograr una optimizacion tendria que
volver a realizarse una Superficie Respuesta con los mismos factores pero
considerando niveles mas ajustados como por ejemplo temperaturas entre 68 y
75°C y tiempos entre 2.8 y 3.0 h.

Las condiciones de extraccion fueron validadas realizando un nuevo
ensayo con tres repeticiones bajo las condiciones maximizadas el resultado fue la
recuperacion de taninos hidrolizables a partir de la tara de 468.8 mg & galico

equi./g ms, valor muy cercano al encontrado con el método Superficie Respuesta.

3.2. Estudio de la hidrdlisis de los taninos de la tara

Como se explico anteriormente para estudiar la hidrolisis de los
galotaninos de la tara se decidié realizar la extraccion con acetona al 80% por ser
el mejor solvente para la extraccién de taninos hidrolizables y ademas por su alta
volatilidad lo que facilitdé su evaporacion para el proceso de purificacion, ver

Figura 2.

3.2.1. Caracterizacion del extracto
En la Tabla 8 se muestran las caracteristicas de los extractos bruto y
entero. La extraccion de galotaninos fue alta debido a que la acetona es el solvente

maés adecuado para la extraccion de galotaninos (Sun, 1992; citado por Tian et al.,
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2009) y es menos capaz de reaccionar con los mismos, que el agua o metanol
(Mueller-Harvey, 2001).

Existe una degradacion y pérdida de los compuestos fendlicos durante los
procesos extraccidn, concentracion y centrifugacion, debido a que se observa una
disminucion del contenido de compuestos fenolicos, galotaninos y capacidad

antioxidante, comparando el EE con el EB (Tabla 8).

Garro et al. (1997) reportd un contenido de acido galico total (esterificado y
libre) de 53,1 % (g & gélico equi./100 g, b.h.) para vainas de tara, este valor es
semejante al obtenido en la presente investigacion el cual es de 52,24 + 1,45 % (g
a. galico equi./100 g, b.h.). En las vainas de tara el contenido de acido galico libre
es relativamente pequefio, en partir del extracto bruto (acetonico) se encontré 1,74
+ 0,54 % (g 4. gélico equi./100 g, b.h.) que es comparable al contenido reportado
por Garro et al. (1997), el cual es 2,6 % (g & galico equi./100 g, b.h.).
OmniChem (2007) y Basurto (2006) reportan que el contenido de taninos
hidrolizables en las vainas de tara puede oscilar entre el 45 y 60%. La cantidad de
compuestos fendlicos es influenciada por factores como la variedad, condiciones
de crecimiento y almacenamiento (Vijayakumari et al., 1998; King y Young,
1999). Asimismo es conocido que métodos de secado y almacenamiento de la
muestra, eleccion del solvente de extraccion y método de analisis influencian

sobre el analisis y extraccion de galotaninos (Salminen, 2003).

Los taninos hidrolizables son sintetizados por una amplia variedad de
plantas y pueden estar presentes en la madera, corteza, hojas, frutos y agallas
(Mueller-Harvey, 2001). Asimismo galla chinensis, agallas producidas por
algunos parasitos afidos (de la familia Pemphigidae) en las hojas de Rhus, tiene
un contenido total de taninos de 616,0 mg & galico equi./g ms y compuestos
fenolicos de 762,5 + 20,5 mg & galico equi./g de ms, siendo 25% mayor al
presente en las vainas de tara. Sin embargo el contenido de galotaninos en las
vainas de tara es mayor que el de otras fuentes como los frutos Termalia chebula
(Myrobalans), los cuales contienen 40 % de taninos y 35 % de galotaninos
(Lokeswari y Jaya, 2007); hojas de Betula pubescens es 6,067 £ 0,154 % b.s.
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(Salminen, 2003) y el contenido de fenolicos en hojas de M. flabellifolius esta
entre 39,3 £ 16,7y 73,6 £ 9,6 % como g equivalentes de acido tri-O-galoilquinico
b.s. (Moore et al., 2005).

Tabla 8. Contenido de compuestos fenolicos totales, galotaninos, acido galico

libre y capacidad antioxidante en los extractos bruto y entero

Extracto Bruto Extracto Entero
Contenido de:
(EB) (EE)

Compuestos fendlicos totales (mg &. galico

) 568,76 + 14,97 516,46 + 1,89
equiv./g. ms)
Galotaninos (mg 4. galico equiv./g, ms) 537,2+ 17,51 521,17 + 15,59
Acido galico libre (mg 4. galico equiv./g, ms) 17,96 + 5,57 22,51 +6,31
Capacidad antioxidante (umol trolox equiv./g,

| 10 557,42 + 344,98 | 9 730,89 + 445,39
ms

Cada valor es el promedio = desviacion estandar (n=3)

EB: Extraido con acetona 80%, relacion materia prima:solvente de 1:100 (p/v), durante 20 horas a
4 °C; y centrifugado a 4000 rpm durante 15 min (el sobrenadante es denominado extracto bruto).
EE: EB concentrado a vacio a 38 °C, enfriado a ~ 4 °C durante 12 h y centrifugado a 4000 rpm por
15 min (el sobrenadante es denominado extracto entero).

3.2.2. Estudio de la cinética de hidrolisis

En las Figuras 7 A y B se presenta los resultados de la evolucion del
contenido de compuestos fendlicos, el de acido galico libre y del grado de
hidrolisis en funcion del tiempo. Se observa que la concentracién de compuestos
fenolicos totales no varia con respecto al tiempo, puesto que no hay diferencias
significativas en las determinaciones realizadas a los diferentes tiempos de
hidrolisis (nivel de confianza de 95,0%). Esto demuestra que los taninos son
estables a la concentracion de H,SO4 2N y 100 °C durante las 28 horas de estudio,
Inoue y Hagerman (1988) reportan la hidrélisis de taninos de diferentes fuentes,
en condiciones similares a las realizadas en este trabajo, sefialando que el &cido
galico es méas estable en medio acido que alcalino. Se encontré la maxima
concentracion de acido galico liberado después de 20 horas de hidrdlisis, luego se
observa un descenso a las 24 y 28 horas, por lo cual se tomo las 20 horas para
referirse a la hidrolisis completa.
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El grado de hidrolisis (Figura 7B) aumenta considerablemente hasta las 9
horas en el que llega a un 93,7 %; luego la pendiente decrece hasta llegar al
maximo grado de hidroélisis obtenido, no existe diferencia significativa del grado
de hidrolisis entre 20 y 16 horas. En cuanto a la cinética se observa que hasta
aproximadamente 8 horas, se trata de una reaccion de primer orden. Ossipov et al.
(1997) encontrd que con 4 horas y bajo las mismas condiciones de temperatura y
concentracion de acido, es suficiente para hidrolizar los galotaninos. Sin embargo
Inoue y Hagerman (1988) consideraron 26 horas para el mismo fin, se debe
considerar la fuente de galotanino analizado en ambos casos fueron hojas,
entonces es razonable asumir que el tiempo de hidrolisis es dependiente de la
estructura de los galotaninos y debido a esto puede ser diferente para fendlicos de
diferentes especies de plantas (Ossipov et al., 1997).

La hidrdlisis de los galotaninos causa la ruptura de los enlaces depsidicos
entre dos grupos galoil liberando una mezcla de penta-, tetra-, y tri-galoil glucosa,
acido galico y acido digalico; los enlaces depsidicos son mas faciles de romper
que los enlaces estéricos (Mueller-Harvey, 2001), que también se rompen en la
hidrolisis, liberando, luego, el poliol céntrico de la molécula y el acido galico. Se
presume que debido a la diferencia en la ruptura de estos enlaces, se observa una

mayor desviacion en los tiempos de hidrdlisis de 4 y 5 (Figura 7A y B).
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acido galico libre (-4-) (A) y del grado de hidrélisis (B), durante
la hidrdlisis acida de extracto de tara a 2 N H,SOy4, 20 mg EAG/
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existencia de diferencia significativa (p< 0,05).
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3.2.3. Evaluacion de la capacidad antioxidante de los taninos hidrolizados

De los extractos hidrolizados obtenidos en la etapa anterior se consideraron
9 tratamientos con diferente grado de hidrolisis (GH) para evaluar su actividad
antirradical y eficacia antioxidante en aceite de soya. La capacidad antioxidante se
determin6 mediante el método ABTS", en los extractos hidrolizados en diferentes

tiempos (fraccion acetato de etilo resuspendida en etanol, (FAEC)).

Se puede observar en la Figura 8-A, que la capacidad antioxidante aumenta
con el tiempo de hidrdlisis, Ilegando a un méximo entre 7 y 9 horas, sin embargo
para los dos Ultimos puntos existe una disminucion. La capacidad antioxidante de
los taninos hidrolizados fue medida luego de la separacidn con acetato de etilo, los
rendimientos para este proceso se muestran en la Figura 9, donde se observa que
existe una disminucion en el rendimiento para los dos ultimos puntos. Es asi que
la capacidad antioxidante especifica puede caracterizar mejor los taninos
hidrolizados, sin tener en cuenta las perdidas que hayan ocurrido durante el

proceso de lixiviacion.

El GH fue usado como un pardmetro para monitorear el proceso de
hidrolisis y para una caracterizacion mas precisa de los taninos hidrolizados,
después de la extraccion con acetato de etilo, se uso el porcentaje de acido galico
presente en el total de compuestos fendlicos (% m/v). La dependencia de la

capacidad antioxidante de éstos parametros se muestran en la Figura 8-C y 8-D.
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Figura 9. Rendimiento en compuestos fendlicos en la fase de lixiviacion

acetato de etilo.

Segln se muestra en la Figura 8 -C, la capacidad antioxidante de los
taninos hidrolizados se incrementa con el grado de hidrélisis. Al hidrolizarse las
moléculas de los galotaninos, se rompen los enlaces entre las unidades de &cido
galico y el poliol central; los enlaces menos dificiles de romper son los enlaces
depsidicos (Mueller-Harvey, 2001). Como muestra la Figura 10, los enlaces
depsidicos involucran un grupo funcional hidroxilo de una molécula de &cido

galico y que al hidrolizarse queda libre para atrapar radicales libres.
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Figura 10. Propuesta de hidrdlisis del enlace depsidico de los galotaninos

Los enlaces estéricos sin embargo, cuando se hidrolizan no dejan expuestos
los grupos hidroxilos de las moléculas de &cido galico, puesto que en éstos enlaces
no se encuentra involucrado este grupo funcional. Los enlaces estéricos son mas
dificiles de romper que los enlaces depsidicos e inclusive se mantienen intactos

luego de una hidrolisis suave 0 moderada (Moore et al., 2005).

Existen varios trabajos de investigacion que afirman que la actividad
antioxidante de un compuesto fendlico se incrementa al aumentar el nimero de
grupos hidroxilo en la molécula, es decir es directamente dependiente del nimero
de unidades hidroxilo fendlicos en posicion ortho o para (Balasundram et al.,
2006; Belitz et al., 2009; Cuvelier et al., 1992; Lu et al., 2006; Naz et al., 2004;
Tian et al., 2009; Wang et al., 1998). La actividad antioxidante se incrementa
debido a la capacidad de donar electrones o iones hidrogeno a partir de los grupos
hidroxilo (Murthy ez al., 2002).

Una de las caracteristicas del &cido galico es que posee tres unidades —OH,
lo cual incrementa su habilidad de donar hidrégenos o electrones y por
consiguiente incrementa su actividad antioxidante (Balasundram et al., 2006;
Brand-Williams et al., 1995; Rice et al., 1996). Asi Verma, Hucl y Chibbar
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(2009) reportan que el acido galico es uno de los acidos fenolicos con mayor
actividad antirradical frente al ABTS", ademas el acido galico es un antirradical

mas potente que el trolox (Lien et al., 1999).

3.2.4 Perfil de compuestos fenolicos en los extractos hidrolizados

Con el fin de determinar el perfil de compuestos fendlicos en los extractos
con diferentes grados de hidrolisis (0%, 38.85 % (4 h), 93.75 (9 h) y 100 %
(20h)). Los resultados obtenidos se muestras en los cromatogramas de la figura
11 determinados a 280 nm, se puede observar para la muestra no hidrolizada que a
partir de los 50 min se separan una gran cantidad de picos que no fueron
identificados. En la muestra de 4 horas de hidrolisis (38.8 %) aparece un pico a los
13.8 min de elusion, el cual fue identificado como acido galico gracias a un
estandar externo y al espectro de adsorcion; en las muestras de 9 horas (93.75 %
de hidrdlisis) y de 20 horas (100 % de hidrdlisis).

En los cromatogramas se observa que los picos que son eluidos entre 40 y
70 min encontrados principalmente en el extracto no hidrolizado y en menor
cantidad en el extracto hidrolizado por 4 horas, no se presentan en los extractos
que son sometidos a niveles de hidrélisis mayores (9 y 20 horas); lo que indicaria
que dichos picos corresponden a galotaninos que son transformados en &cido
gélico por efecto de la hidrdlisis con é&cido sulfirico. Se puede observar en los
cromatogramas y en la tabla xx que a medida que aumenta el tiempo de hidrolisis

aumenta el contenido de &cido galico.

Salminem et al. (1999) caracterizd los galotaninos de Betula pubescens
utilizando un método de HPLC-DAD similar al usado en el presente trabajo; y en
su informe se observa que los picos de los galotaninos con galoacilaciones
mayores presentan un tiempo de retencion mayor que los galotaninos de menor
tamarfio, con una absorbancia maxima entre 273 y 285 nm, resultados similares a

los encontrados en el presente trabajo.
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Figura 11. Cromatogramas obtenidos mediante HPLC - DAD de los
extractos de taninos de tara de diferentes grados de hidrolisis: a) 0 horas (no
hidrolizado), b) 4 horas (38.8% de hidrolisis), ¢) 9 horas (93.7 % de
hidrdlisis) y d) 20 horas (100 % de hidrdlisis)
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Segun la Tabla 9, el contenido de acido galico para la muestra de 4 horas de
hidrolisis fue de 50,66 %, la de 9 horas 88,638 % y la de 20 horas 92,021 % de
acido galico libre por compuesto fendlico; la diferencia obtenida con respecto a la
determinacién espectrofotométrica es de 3,653; 0,977 y 1,504 % de acido galico
libre por compuesto fenolico, respectivamente. Diferencias similares fueron
reportadas en las determinaciones espectrofotométricas y cromatograficas hechas
por Garro et al. (1997).

Tabla 9. Contenido de acido galico determinado mediante HPLC vy

espectrofometria en extractos de tara sometidos a diferentes tiempos de

hidrdlisis
Acido galico Compuestos AG libre/Compuesto fendlico %
Tiempo de
libre Fenolicos Desviacia
hidrolisis esviacion
(mg a galico/ml) | (mg a galico equi/ml) HPLC | E , ind
(horas) ’ spectrofotometria estandar entre
HPLC Espectrofotometria HPLC-ESPECTRO
0 0,000 0,200 0,000 6,476 +£0,177 4,579
4 0,105 0,206 50,663 45,497 + 0,538 3,653
9 0,180 0,203 88,638 90,019 +0,677 0,977
20 0,180 0,195 92,021 94,148 + 0,258 1,504

* promedio de tres repeticiones, n = 3

3.3. Estudio de la eficacia antioxidante de taninos hidrolizados en aceite y

carne

3.3.1. Evaluacion de la eficacia antioxidante de los taninos

hidrolizados en

aceite de soya, mediante calorimetria de barrido diferencial (DSC)

Se consideraron 9 tratamientos con diferente grado de hidrolisis para evaluar

su eficacia antioxidante en aceite de soya (los mismos de la etapa anterior). Estas
muestras conteniendo 100 ppm de &. galico se sometieron a una evaluacion por
calorimetria de barrido diferencial a 140 °C, considerando un blanco (aceite de

soya sin antioxidante) para poder calcular el factor de estabilizacion.
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Los resultados de los termogramas obtenido en el DSC se presentan en la
Figura 12 y en la Tabla 10 se muestran los valores del factor de estabilizacion
obtenidos a partir del periodo de induccion. Como se observa en la tabla 10 la
actividad antirradical frente al ABTS+ se incrementa hasta en un 47 %, después
de 4 horas de hidrolisis, con un grado de hidrdlisis intermedio. Sin embargo a
mayor grado de hidrolisis el valor de la actividad antirradical no aumenta, se
mantiene constante (no existe diferencia significativa a partir de este punto),
podria deberse a que ya no hay méas grupos hidroxilos que se formen por hidrélisis
de los enlaces depsidicos. Todo indicaria que los grupos hidroxilos influyen
directamente en la actividad antirradical, a partir de un grado de hidrolisis de 38,8
%, ya se han liberado todos grupos hidroxilos, lo que sugiere que se habrian
hidrolizado todos los enlaces depsidicos de las moléculas de los galotaninos.

Los resultados muestran que las moléculas de galotaninos hidrolizados
poseen una actividad antirradical mayor que los galotaninos sin hidrolizar, lo cual
concuerda con la conclusion dada por Soong y Barlow (2006) en la cual afirman
que algunos fenolicos conjugados pueden ser liberados por hidrolisis y en su

forma libre poseen una actividad antioxidante méas potente.

En la tabla 10 se observa que los mejores tratamientos (a 100 ppm de &.
galico), entre los cuales no existe diferencia significativa, fueron los tratamientos
de 9 y 20 horas de hidrolisis; la composicion de los mismos es 90.019 y 94.148 %
de acido galico libre por compuesto fendlico aplicado, con un grado de hidrolisis
de 93.7 y 100 %, respectivamente. Los tratamientos de 9 y 20 horas de hidrolisis
tienen un mejor efecto en el aceite de soya que el TBHQ a 100 ppm. El TBHQ
tiene un efecto igual al de 8 horas de hidrdlisis. Asimismo no existe diferencia

significativa entre los tratamientos de 4 y 5 horas de hidrolisis.
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Figura 12. Termogramas (140 "C) obtenidos mediante DSC del aceite de
soya con 100 ppm de taninos hidrolizados (# GH), blanco (sin
antiox.) y TBHQ 100 ppm

Tablal0. Capacidad antioxidante especifica de taninos hidrolizados de
vainas de tara a diferentes grados de hidrdlisis y su eficacia en
aceite de soya a 140 °C

Tiempo A galico Capacidad antioxidante
Grado de Hidrolisis Factor de
de libre/Compuesto especifica (umol trolox
% Estabilizacion
hidrolisis . fenolico % equi/ mg a galico equi.) FEAC
(horas) FEAC FEAC
0,0 0,000 + 0,000 a 6,476 £ 0,177 a 17,613 +0,194 a 1,075+0,007 b
0,5 10,265 + 0,567 b 15,472 £0,257 b 18,709 +0,199 b 1,125+0,010¢c
15 22,606 + 1,360 c 26,598 + 0,517 ¢ 20,521 +0,315¢ 1,160 +0,010d
4,0 38,844 + 2,667 d 45,497 +£0,538 d 25,986 + 0,566 d 1,265 +0,008 e
50 55,252 + 0,210 e 65,597 + 2,152 25,647 +£0,423 d 1,276 £0,003 e
6,0 77,163 + 2,666 f 73,172 £ 0,663 f 25,297 £ 0,330 d 1,295 + 0,004 f
8,0 88,447 £0,895 g 78,201 £0,161 g 25,594 + 0,334 d 1,314 +0,001 g
9,0 93,767 £1,837 h 90,019 £ 0,677 h 25,783 +0,619d 1,350 £ 0,005 h
20,0 100,00 £ 0,448 i 94,148 £ 0,258 i 25,749 £0,240d 1,345+0,011 h
Blanco 1,000 + 0,002 a*

Cada valor es el promedio Tt desviacién estandar (r=3)
FEAC: Fraccion acetato de etilo concentrada y suspendida en etanol o extracto hidrolizado purificado; EH:
Extracto hidrolizado.
* El factor de estabilizacion es de 1 para el aceite de soya sin antioxidantes afiadidos.
Las letras minusculas en las columnas indican que no existe diferencia significativa entre un grupo con la

misma letra.
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Los resultados del presente estudio concuerdan con otras investigaciones
que demuestran que el &cido galico y los galotaninos presentan una elevada
actividad antioxidante. Lu et al. (2006) y Kosar et al. (2007) encontraron que el
acido galico es un potente antioxidante durante la oxidacion lipidica, en sistemas
modelo como liposomas y &cido linoléico, asimismo Moore et al.(2005) encontrd
que el galotanino &cido 3,4,5 tri-O-galoilquinico, compuesto fendlico que se
presentaba en mayor cantidad en las hojas de Myrothamnus flabellifolius, actla
como antioxidante, consumiéndose durante la oxidacién del acido linoléico y es

mejor que otros antioxidantes debido a su potencial redox.

Asimismo los galotaninos de Galla chinensis muestran una elevada
actividad antioxidante en un sistema de acido linoléico (Tian et al., 2009); el
galotanino de Hamamelis virginiana fue mejor antioxidante que el tocoferol
(Masaki et al.,, 1994); los galotaninos de Pistacia weinmannifolia con dos
unidades de acido galico fueron eficaces en la inhibicion de la oxidacion de

liposomas (Zhao et al., 2005).

Se observo un aumento de la proteccion del aceite de soya a medida que se
incrementa el grado de hidrolisis (Figura 13). Estos resultados concuerdan con
los encontrados por Dufour et al. (2002), a partir de disacaridos y unidades de
acido galico sintetizados en diferente grado, concluyendo que estos galotaninos
sintetizados poseian una elevada actividad antioxidante y que al incrementarse el

nivel de galoacilacion la actividad antioxidante aumenta.

La paradoja polar consiste en que los antioxidantes méas polares protegen
mejor un sistema menos polar, como los aceites; por el contrario los antioxidantes
menos polares actlan mejor en sistemas mas polares como las emulsiones
(Cuvelier et al., 1992; Pokorny, 2005).
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Figura 13. Efecto del grado de hidrdlisis (A) y de la relacion la acido galico
por compuesto fendlico (B) de los taninos hidrolizados de tara sobre su
eficacia en aceite de soya a 140°C. Las letras minusculas indican la existencia

de diferencia significativa (p< 0,05)
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Los galotaninos al poseer diferentes estructura, sustituciones y tamario,
poseen diferente polaridad; en general los galotaninos con mayor tamarfio poseen
menor polaridad y viceversa (Tian et al., 2009). El acido galico es mas polar que
galotaninos con galoacilaciones mayores, debido a esto al liberarse el &cido galico
durante la hidrdlisis, se eleva la polaridad de la mezcla (hidrolizado) y puede
proteger mejor el aceite que un tratamiento sin hidrolizar, el cual es menos polar,
sin embargo se deben tener en cuenta otros factores como la solubilidad en el

aceite y estabilidad del antioxidante.

Asimismo en el proceso de hidrolisis, al romperse los enlaces depsidicos, se
deja libre un grupo hidroxilo (del &cido galico), el cual no se encontraba como tal
en la molécula del galotanino. Un aumento progresivo de grupos OH, provoca un
aumento correspondiente en la actividad antioxidante, este efecto se explico con

mayor detalle en la discusion de la etapa anterior.

3.3.2. Efecto de la concentracion de los extractos hidrolizados en la
estabilidad oxidativa de aceite de soya a 140 °C

Se selecciond dos tipos de hidrolizados, los de 4 (Medio GH) y 9 (Alto GH

horas de hidrélisis, denominados EH4n y EHgn, ambos casos representan

respectivamente el minimo grado de hidrdlisis para obtener una alta capacidad

antioxidante especifica (H-caox) y un alto factor de estabilizacion (Hs).
Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 11 y en la Figura 14. Se

observa que la proteccion del aceite aumenta cuando la concentracion del

antioxidante se incrementa.
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Tabla 11. Efecto de la concentracion en el factor de estabilizacion a 140 °C

del aceite de soya con diferentes antioxidantes

Antioxidante

Concentracion (ppm)

50 100 200 300
EH4n 1,114+ 0,014 aA 1,255+ 0,004 aB 1,516 + 0,005 bC 1,767 = 0,007 bD
EHgp, 1,088 £ 0,006 aA 1,350 = 0,014 bB 1,680 + 0,006 cC 1,954 + 0,003 cD
TBHQ 1,124 +0,014aA 1,324 +0,010 bB 1,454 + 0,014 aC 1,543 + 0,013 aD

Los datos representan el promedio y su desviacion estandar (n=2)

Las diferencias significativas en la misma fila son mostradas por letras mayusculas (p < 0,05)

Las diferencias significativas en la misma columna son mostradas por letras mintsculas (p < 0,05)

La Figura 14 muestra la tendencia del factor de estabilizacion con respecto

a la concentracion de los hidrolizados y TBHQ, entre 50 y 300 ppm.

Factor de estabilizacion

20

10 T T T T T

0 50 100 150 200 250

Concentracion (ppm)

300 350

Figura 14. Influencia de la concentracion de antioxidantes en el factor de

estabilizacion de aceite de soya a 140 °C. Antioxidantes: EHyp, H>p (m), EHop,

H-caox (¢) y TBHQ (A)

La Figura 14 muestra el factor de estabilizacion como funcion de la

concentracion de los taninos hidrolizados de tara en aceite de soya. Para

propositos de comparacion la figura muestra los efectos del TBHQ. Se observo un
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efecto cuadratico de la concentracion de los antioxidantes sobre el factor de
estabilizacion:
a) Para el hidrolizado de 4 horas de hidro6lisis (H-caox) €l modelo de ajuste es:
Factor de estabilizacion = 0,973 + 0,00287*Concentracion -
7, 7E-7*Concentracion™2
b) Para el hidrolizado de 9 horas de hidro6lisis (H-g) el modelo de ajuste es:
Factor de estabilizacion = 0,845 + 0,0054*Concentracion -
0,0000057*Concentracion™2
c) Parael TBHQ el modelo de ajuste es:
Factor de estabilizacion = 0,966 + 0,00388*Concentracion -

0,0000066*Concentracion™2

El efecto fue dosis-dependiente, alcanzandose valores de factor de
estabilizacion de 1,76 y 1,95 para las muestras con hidrolizados (EHsn, Hscaox Y
A EHgp, Hsg) a 300 ppm. Generalmente la proteccion del aceite se incrementa
cuando aumentamos la concentracion del antioxidante, debido a la existencia de
un numero mayor de grupos hidroxilo capaces de donar &tomos de hidrégeno para
estabilizar los radicales libres producto del proceso de oxidacion (Mokgope,
2006).

Las curvas dosis-dependientes son diferentes para cada antioxidante (Moure
et al., 2001). Como se muestra, las ecuaciones de modelo de ajuste son diferentes,
al aumentar la concentracion de los hidrolizados el factor de estabilizacion se

incrementa en mayor grado que en el TBHQ.

3.3.3. Evaluacion de la actividad antioxidante de los hidrolizados en aceite
de soya por el método de la Estufa de Schall

Las muestras de aceite de soya conteniendo los antioxidantes de 4 y 9 horas

de hidrélisis (Hscaox Y H>f) y el TBHQ, como referencia, a concentraciones de

100 y 200 ppm; se almacenaron a 60 °C durante 0, 5, 10, 15 y 20 dias y se

sometieron a ensayos de indice de peroxido, valor de p-anisidina, dienos

conjugados y tiempo de induccién residual por DSC a 140 °C.
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3.3.3.1.indice de peréxidos
El indice de perdxidos es una evidencia directa de los cambios durante la
oxidacion (Yaghmur et al., 2001), constituyéndose en el método mas frecuente

para la medicion del deterioro oxidativo (Kowalski ez al., 1997; Pokorny, 2005).

La Tabla 12 y Figura 15 muestra el efecto de los hidrolizados y del TBHQ
en la formacion de perdxidos. El indice de perdxidos aumenta con el tiempo de
almacenamiento, nuestros resultados fueron similares a los encontrados en otros
reportes en aceite de soya a 60 °C (Renuka et al., 2007; Goli et al., 2005;
Wanasundara et al., 1995).

Los hidrolizados y el TBHQ tuvieron un efecto antioxidante, puesto que
tienen un indice de peroxidos significativamente menor al de la muestra sin
antioxidantes afiadidos. Los tratamientos que dieron mayor estabilidad oxidativa
al aceite de soya fueron los del TBHQ a 100 y 200 ppm. Seguidamente se
encuentran los hidrolizados a 200 ppm y finalmente a 100 ppm, como se demostrd
en la etapa anterior una concentraciobn mayor de antioxidante brinda mayor

proteccion al aceite.

Se observo que hasta los 20 dias de almacenamiento y un nivel de oxidacion
de 124 meq peroxido/kg aceite, no existe diferencia significativa entre los
hidrolizados. Sin embargo, para el dia 5 de almacenamiento el tratamiento Alto
EHg, (Hsf) tiene un efecto antioxidante significativamente mayor al de Medio
EHsn (H>caox) (Tabla 12), con un IP menor a 15 meq peroxido/kg aceite para las
muestras de 200 ppm, siendo estos valores tolerables para un aceite comestible,
segun la norma CODEX-STAN 210 (Enmendado 2003, 2005).

El TBHQ tuvo mejor efecto antioxidante que los hidrolizados,
observaciones similares han sido reportadas por otros investigadores, el TBHQ
fue maés efectivo que el tocoferol (Akoh, 1994), que el BHA y BHT (Kaitaranta,
1992; Khan y Shaidi, 2001; Sharma et al., 1997) en aceite de soya.
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Cuadro 12. Efecto de los taninos hidrolizados de tara y TBHQ en el indice de peroxidos de aceite de soya almacenado bajo

condiciones de estufa de Schall a 60 °C durante 20 dias

Antioxidante
(Ppm) 0 5 10 15 20

Control 0 2,30+0,01aA 36,67+2,02aB 79,96+258aC 116,82+8,25aD 163,36+ 2,83 aE

100 2,30+0,01aA 17,32+0,93bB 33,40+0,64dC 98,93+4,15bD 154,69 +4,18 aE
EHon

200 2,30+0,01aA 10,77+0,34dB 24,79+1,17eC 49,63+459dD 104,47 +4,23 cE

100 2,30+0,01aA 19,10+157bB 51,74+1,61bC 83,91+0,00cD 119,76+ 7,91 bE
EHan

200 2,30+0,01aA 13,65+0,73cB 38,31+0,58cC 46,03+3,77dD 116,37 +0,14 bE
TBHQ 100 230+£0,01aA 449+001eB 548+0,27fC 7,75+0,25eD 13,34+0,31dE

200 2,30+0,01aA 4,08+0,08eB 4,96 +0,16 fC 6,16 +0,18eD 10,51 + 0,22 dE

Los datos representan el promedio y su desviacion estandar (n=2)

Las diferencias significativas en la misma son columna mostradas por letras minasculas (p < 0,05)

Las diferencias significativas en la misma fila son mostradas por letras mayusculas (p < 0,05)
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Figura 15. Efecto de los taninos hidrolizados de tara y TBHQ en el indice de

peroxidos de aceite de soya almacenado bajo condiciones de estufa de Schall a 60 °C

durante 20 dias. Blanco (O), EHoy, a 100 ppm (O),EHyy, a 200 ppm (@), EHy, a 100

ppm (),EHy,a 200 ppm (), TBHQ a 100 ppm (A) y TBHQ a 200 ppm (A).

3.3.3.2.Dienos conjugados

Cuando los é&cidos grasos poliinsaturados del aceite son oxidados
(mayormente el acido linoléico o linolénico) forman dienos conjugados que
pueden ser medidos por absorcion ultravioleta a 232 nm (Gutierrez et al., 1988;
White, 1991; Melton et al., 1994; citados por Yaghmur et al., 2001). En el aceite
de soya el contenido de 4acido linoléico y linolénico es de 53 y 8 %,
respectivamente (Belitz er al.,, 2009). Debido esta cantidad de &cidos grasos
poliinsaturados la medida de dienos conjugados es un parametro importante para

evaluar el estado de oxidacion de este aceite.
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Figura 16. Efecto de los taninos hidrolizados de tara y TBHQ en el contenido de

dienos conjugados de aceite de soya almacenado bajo condiciones de

estufa de Schall a 60 °C durante 20 dias. Blanco (<>), EHy, a 100 ppm

(O),EHy;, a 200 ppm (®), EH,, a 100 ppm (O0),EHy, a 200 ppm (H),

TBHQ a 100 ppm (A) y TBHQ a 200 ppm (A).

La Tabla 13 muestra el efecto de los hidrolizados y del TBHQ en la
formacidn de dienos conjugados. El contenido de dienos conjugados aumenta con
el tiempo, con una tendencia similar a la de la evolucion de peroxidos. Esto se
explica porque la cantidad de dienos conjugados esta estrechamente relacionada
con la cantidad de hidroperoxidos. Durante la oxidacion hay, generalmente, un
desplazamiento de la posicién de los dobles enlaces de los &cidos grasos, debido a
la estabilizacion por resonancia de las especies radicalarias, 1o que conduce a la
formacion de hidroperoxidos isoméricos, que frecuentemente tienen grupos dieno

conjugados (atipicos en los acilgliceroles naturales no oxidados) (Fennema, 2000).
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Cuadro 13. Efecto de los taninos hidrolizados de tara y TBHQ en el contenido de dienos conjugados de aceite de soya almacenado

bajo condiciones de estufa de Schall a 60 °C durante 20 dias

o Concentracion
Antioxidante

DC (%) a 0-20 dias

(Ppm) 0 5 10 15 20

Control 0 200+004aA  672+137aB 1149+071aC  1564+000aD, 2247 +140aE
100 200+004aA  405+022bB, 674+001cC  1455+023aD- 19,59 + 0,70 bE

EHop
? 200 200+004aA  3.18 +0.03 bcA 491+0,07dB 738+102¢cC 12,62 + 0,65 dD
100 200+004aA  422+026bB, 10,24 +0,20 bC 1267+083bD 16,00 + 0,82 cE

EHqp
) 200 200+004aA  342+0,17 beB 501 +0,14 dC 722+003cD 12,89+ 0,39 dE
TBHOQ 100 200 + 0,04 aA 222 +0.00 cB, 276 +021 eC 277+000dC 2,94+ 0,01 eC
200 2.00 +0.04 aA 223+ 0,06 cB, 244+008eC  251+012dCD 2,67 +0,01eD

Los datos representan el promedio y su desviacion estandar (n=2)

Las diferencias significativas en la misma columna son mostradas por letras mintsculas (p < 0,05)

Las diferencias significativas en la misma fila son mostradas por letras mayusculas (p < 0,05)
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En la Figura 16 se observa que los dienos conjugados del aceite de soya sin
antioxidantes afiadidos presentan un valor inicial de 2% aumentando fuertemente
hasta 22,47% a los 20 dias de almacenamiento, de manera similar los tratamientos
con hidrolizados EHyn ¥ EHgp presentaron al final del periodo de almacenamiento
un contenido total de 14,5 y 16,3%, respectivamente. Renuka et al. (2007) y
Wanasundara et al. (1995) realizaron pruebas de oxidacion de aceite de soya a 60
°C, obteniendo resultados de contenido de dienos conjugados similares a los

obtenidos en este trabajo.

El andlisis estadistico sefialo que existe diferencia significativa (p<0,05) en
cuanto a la evolucion en la formacién de dienos conjugados para todos los
tratamientos con respecto al tiempo. La estabilidad del aceite de soya con
diferentes tratamientos se puede ordenar de la misma forma que con el indice de

perdxidos.

3.3.3.3.indice de p-Anisidina

Los aldehidos son largamente considerados responsables de los flavores
desagradables en aceites y grasas. El calculo del valor de p-anisidina es uno de los
métodos mas usados en la evaluacidn de la oxidacion secundaria de lipidos. Su
fundamento es la formacion de una base de Schiff de color amarillento, entre el
reactivo p-anisidina y el grupo carbonilo de diversos compuestos presentes en el
aceite o grasa, los cuales pueden ser volatiles y no volatiles, generando
informacién de los compuestos carbonilo, especialmente de los aldehidos a-
insaturados . La descomposicion de otros productos de alto peso molecular como
dimeros de triglicéridos, pueden ser también medidos por éste método (Laguerre
et al., 2007).

El valor p-anisidina de las muestras presentan un incremento significativo
durante el almacenamiento, como se puede observar en la Figura 16. El
incremento del valor p-anisidina en todas las muestras indican una considerable
descomposicion de los productos de oxidacion primaria (hidroperdxidos) y la

formacion de productos de oxidacion secundaria (carbonilos). Las muestras
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presentan valores de p-anisidina significativamente menores al blanco, indicando
que los hidrolizados de taninos de tara y el TBHQ reducen la oxidacion lipidica

efectivamente.

30

Valor p-anisidina

Tiempo (dias)

Figura 17. Efecto de los taninos hidrolizados de tara y TBHQ en el valor de p-anisidina de

aceite de soya almacenado bajo condiciones de estufa de Schall a 60 °C

durante 20 dias. Blanco (<>), EHy, a 100 ppm (O), EHy, a 200 ppm (®),

EHy a 100 ppm (O), EHy, a 200 ppm (H), TBHQ a 100 ppm (A) y

TBHQ a 200 ppm (A).
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Tabla 14. Efecto de los taninos hidrolizados de tara y TBHQ en el valor de p-anisidina de aceite de soya almacenado bajo

condiciones de estufa de Schall a 60 °C durante 20 dias

Concentracion

(Ppm)

Antioxidante

p-AV a 0-20 dias

0 5 10 15 20

Control 0 0,34 + 0,06 aA 2,68 £ 0,05 aB 8,38 +0,13aC, 14,73 + 1,36 aD- 27,31 +0,19 aE

100 0,34 +£ 0,06 aA 1,40 £ 0,01 bA 3,49+0,00cB, 11,89 + 0,32 bC, 23,95+ 1,77 bD
EHgn

200 0,34 + 0,06 aA 0,74 £ 0,04 dA 1,96 + 0,13 eAB 3,39 +0,51 cB, 993+1,17dC

100 0,34 +£ 0,06 aA 1,57 £ 0,16 bA 6,05+ 0,00 bB - 10,65+ 1,16 hC 15,13+ 1,06 cD
EHan

200 0,34 + 0,06 aA 1,13+ 0,04 cA 3,15+0,12dB - 3,79 + 0,60 cB- 10,48 + 0,98 dC
TBHQ 100 0,34 + 0,06 aA 0,52 £+ 0,18 dA 0,85+0,17 fA - 1,02 + 0,09 dAB 1,39 + 0,26 eB

200 0,34 +£ 0,06 aA 0,54+ 0,01 dA 0,74 + 0,06 fAB 0,85+ 0,09 dBC 1,10+ 0,04 eC

Los datos representan el promedio y su desviacion estandar (n=2)

Las diferencias significativas en la misma columna son mostradas por letras mintsculas (p < 0,05)

Las diferencias significativas en la misma fila son mostradas por letras mayusculas (p < 0,05)
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La Tabla 14 muestra que los niveles de valor de p-anisidina de muestras
almacenadas a 60 °C llegan a 27,31 después de los 20 dias para el control,
mientras que el valor de p-anisidina de las muestras con hidrolizados llegan a
23,95 y 9,93 para el tratamiento de EHgn a 100 y 200 ppm respectivamente,
existiendo diferencia significativa con el blanco, por lo cual los hidrolizados

tienen un efecto antioxidante en el aceite de soya.

El TBHQ tiene un comportamiento donde se observa que se alarga el
periodo de induccién y hasta el dia 10 no existe diferencia significativa en el
aumento de valor de p-anisidina. Estos valores son similares a los reportados por
otros autores para el aceite de soya a 60 °C (Rizner et al., 2000), asimismo son
menores a 2, que es el limite para que un aceite sea considerado de buena calidad
(Subramanian et al., 2000; citado por Labrinea, 2001).

3.3.3.4.Periodo de induccion a 140 °C (actividad residual)

Los resultados del tiempo de induccion residual, por DSC a 140 °C, como
funcién del tiempo de almacenamiento es mostrada en la Figura 18. Se realiz
esta evaluacion para observar el efecto de proteccion residual de los antioxidantes
en el aceite de soya, la oxidacion se incrementa con el tiempo, mostrando una
disminucion del tiempo de induccién (to,), debido a que el aceite oxidado es

menos estable (Kowalski et al., 1997).

En todos los casos, la proteccién residual (tiempo de induccion a 140 °C)
disminuye significativamente con el incremento del tiempo de almacenamiento. A
medida que la oxidacion aumenta, el antioxidante se consume, es asi que para el
tratamiento control a los 20 dias de almacenamiento (una oxidacion avanzada con
163 meq peroxido/kg aceite) el periodo de induccién es muy bajo (3 minutos), la
explicacién es que el antioxidante se habria consumido y no presenta proteccion
residual a 140 °C.
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Tiempo de induccion

Tiempo (dias)

Figura 17. Efecto de los taninos hidrolizados de tara y TBHQ en el tiempo de

induccion residual (a 140 °C) de aceite de soya almacenado a 60 °C.

Blanco (<>), EHy, a 100 ppm (O), EHy, a 200 ppm (®), EH,, a 100 ppm

(0), EHy, a 200 ppm (W), TBHQ a 100 ppm (A) y TBHQ a 200 ppm

(A).

ElI TBHQ muestra una alta eficacia en la prevencion de la formacién de
peroxidos, siendo uno de los antioxidantes mas poderosos dentro de los
antioxidantes sintéticos a temperatura ambiente (Azeredo, 2004; Kowalski, 1997;
Zhang et al.,, 2004). Sin embargo su poder antioxidante puede decrecer
rapidamente con el aumento de la temperatura (Warner et al., 1986; Zhang et al.,
2004). Hamama y Nawar (1991) estudiaron la descomposicion térmica de algunos
antioxidantes fendlicos, entre ellos el TBHQ, indicando que tiene una pérdida de
47.7% luego de un tratamiento a 185 °C por 1 hora. Comparando los resultados a
140 °C y 60 °C, el orden de proteccion de la estabilidad del aceite de soya difiere,
a 140 °C la proteccién de los hidrolizados es mejor que el TBHQ, sin embargo a
60 °C este orden se invierte. Esto se debe a que el TBHQ es mas efectivo a
temperatura ambiente y puede volatilizarse en gran medida a 140 °C por 1 hora,

condiciones promedio a las que fueron sometidas las muestras.
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Tabla 15. Efecto de los taninos hidrolizados de tara y TBHQ en el tiempo de induccion (a 140 °C) de aceite de soya almacenado

bajo condiciones de estufa de Schall a 60 °C durante 20 dias

Antioxidante
(ppm) 0 5 10 15 20

Control 0 41,00+0,07aE 24,08+0,04aD 13,39+0,05aC 852+0,05aB 3,68+0,10aA

100 55,35+ 0,04 dE 36,62+0,08cD 24,74+0,07cC 1540+0,07cB 5,29+0,11 bA
EHgn

200 68,88 £ 0,06 g 53,77 +£0,03fD 39,84+0,06eC 26,00+0,10eB 14,92 £0,06 eA

100 51,47 +0,07 bE 33,31 +0,07bD 16,80+0,04bC 10,85+0,08bB 8,62 +0,07 cA
EHan

200 62,15+ 0,10fE 47,07+£0,07eD 33,62+0,06dC 25,15+0,04dB 13,86+ 0,09 dA
TBHQ 100 5428 +0,01cE 46,44+0,11dD 45,23+0,06 fC 40,92+0,07fB 38,41 +0,10 fA

200 59,61 +0,05eE 58,36 £0,09gD 53,65+0,07gC 52,14 +0,059gB 47,32 +0,08gA

Los datos representan el promedio y su desviacion estandar (n=2)

Las diferencias significativas en la misma columna son mostradas por letras mintsculas (p < 0,05)

Las diferencias significativas en la misma fila son mostradas por letras mayusculas (p < 0,05)
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3.4. Evaluacion de la eficacia antioxidante de los extractos hidrolizados de tara en

carne de cerdo

3.4.1. Evaluacion de la oxidacion de lipidos

La oxidacion lipidica es un fendmeno complejo inducido por el oxigeno en
presencia de iniciadores como el calor, radicales libres, luz, pigmentos fotosensibles y
iones metalicos. Las vias de ésta reaccion pueden ser por: a) Autoxidacion en cadena
no enzimatica mediada por radicales libres, b) Fotooxidacion no enzimatica y no
radicalaria y c¢) oxidacion enzimatica (Laguerre et al, 2007). Muchos son los
compuestos formados producto de la oxidacion lipidica entre los que destacan los
hidroperéxidos y sus productos de descomposicién: compuestos carbonilicos,
hidrocarburos, furanos y alcoholes; los aldehidos como el hexanal, nonanal y el 2,4
heptadienal, entre otros. Los aldehidos insaturados son a la vez facilmente oxidables,
produciéndose nuevos compuestos volatiles como el malonaldehido (MDA, cuya
deteccion es muy utilizada como medida de la oxidacion de aceites y grasas). De otro
lado el MDA es un compuesto pro desnaturalizante de las proteinas al promover el
entrecruzamiento de dos grupos amino (Navarro-Garcia et al., 2004).

Debido a que la estabilidad oxidativa de los lipidos es de importancia desde el
punto de vista economico y de la salud, es que se han hecho largos esfuerzos por
controlar estos procesos (Marinova y Yanishlieva, 2003). Una de las rutas a ser

empleadas con este fin es el empleo de extractos antioxidantes fenolicos.

Se estudio la inhibicion de la oxidacion de lipidos de la carne de cerdo por accién
de los fendlicos antioxidantes de tara: EE, EH4y y EHgpn a diferentes concentraciones
(100, 300 y 600 ppm) y del BHT (200 ppm) en hamburguesas de cerdo durante
almacenamiento a 4°C por seis dias a través de la medida del contenido de MDA (tabla
16).

Un constante aumento del contenido de malonaldehido (mg MDA/Kg carne)
durante el transcurso del tiempo de almacenamiento refrigerado se encontrd para todos
los antioxidantes evaluados a las diferentes concentraciones estudiadas (tabla 16), el
mismo efecto se presentd para el control (carne sin antioxidante). Hacia el dia 6 de

almacenamiento se observo que el tratamiento control incrementd en 3.84 veces el
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contenido de MDA respecto al valor inicial (tiempo cero), mientras que para los EHgp,
EHgh, EE a la concentracion de 100 ppm y el BHT a 200 ppm los incrementos fueron de
3.71, 2.91, 3.85 y 3.10 respectivamente. Segun estos resultados el extracto hidrolizado
de tara EHg, y el BHT fueron los mas efectivos en prevenir la oxidacion de los lipidos

de la carne de cerdo, presentando incrementos en MDA bastante cercanos.

Una menor cantidad de MDA producido fue encontrada cuando los extractos de
tara EH4n, EHgn y EE se aplicaron a la carne de cerdo bajo las concentraciones de 300
ppm. Asi, la cantidad de MDA al dia 6 de almacenamiento fue menor para todos los
extractos respecto a la encontrada a la dosis de 100 ppm. Se obtuvieron incrementos en
MDA al dia 6 respecto al dia inicial de 2.52, 2.71 y 2.69 para los extractos EHz,, EHon y
EE, respectivamente; los mismo que estuvieron por debajo de los valores obtenidos para
el BHT a 200 ppm (3.85) y el control sin antioxidante (3.10). Los valores encontrados
para los diferentes extractos de tara estuvieron muy proximos entre ellos, lo que
indicaria que el empleo de cualquiera de los extractos a la concentracion de 300 ppm

protege bien a la carne de cerdo de la oxidacion de lipidica.

Los mejores resultados de proteccion de los lipidos de la carne de cerdo frente a
la oxidacion se consiguieron a las dosis de 600 ppm de los extractos de tara (bajas
cantidad de MDA producidas, tabla 16). Se encontré incrementos en MDA de 1.76,
1.52 y 2.18, al dia 6 de almacenamiento, para los extractos EH4n, EHon y EE,
respectivamente; siendo el extracto EHg, el que mejor resultado de proteccidn presentd

frente a la oxidaciéon de lipidos.

Lo resultados indican que los compuestos fenolicos encontrados en los extractos
de tara evaluados EE, EH4, y EHgp, bajo la forma de taninos hidrolizables o acido galico
resultan ser buenos antioxidante naturales al proteger a los lipidos de la carne de cerdo
del dafio oxidativo. La accion antioxidante de los taninos hidrolizables y el &cido galico
de la tara, durante el almacenamiento en refrigeracion de la carne de cerdo, seria
producto de la inhibicion a la formacion de productos de la oxidacion de lipidos via
secuestro de los radicales libres o por medio de la quelacion de metales (como el hierro

presente en la mioglobina de la carne).
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Tabla 16. Evolucion del contenido de  malonaldehido (pmol de
malonaldehido/kg)* durante el almacenamiento refrigerado (4°C) de
hamburguesas de cerdo con los extractos entero (EE) e hidrolizados

(EH4ny EHgp) de tara y BHT

Tiempo de EHyy, EHoy,, EE BHT Control
almacenamiento (200ppm) (sin
(dias) antioxidante)

Aplicacion de extractos de tara a 100 ppm

0 2.47bC 2.84aC 2.83aD 2.39bC 3.09aD
2 5.54cB 5.67cB 6.16a,bC 5.01dB 6.70aC
4 5.77cB 5.69cB 7.51bB 5.48cB 8.74aB
6 9.18cA 8.27¢c,dA  10.91bA 7.43dA 11.88aA
Aplicacidn de extractos de tara a 300 ppm
0 2.91aD 2.92aD 2.94aD 2.39bC 3.09aD
2 4.80bC 4.78bC 4.78bC 5.01bB 6.70aC
4 5.34cB 5.79bB 5.79bB 5.48bB 8.74aB
6 7.35CA 7.93bA 7.93bA 7.43b,cA 11.88aA
Aplicacion de extractos de tara a 600 ppm
0 2.79bC 2.69bC 2.76bD 2.39bC 3.09aD
2 2.99dC 2.77dC 4.06cC 5.01bB 6.70aC
4 3.88cB 3.10cC 5.20bB 5.48bB 8.74aB
6 4.66dA 4.11eA 6.04cA 7.43b,cA 11.88aA

* Promedio de tres repeticiones. Letras en minuscula diferentes para una misma fila indican que si
hubieron diferencias significativas (p<0.05). Letras en mayUscula diferentes para una misma columna

indican que si hubieron diferencias significativas (p<0.05).
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La actividad antioxidante de extractos de plantas, conteniendo compuestos
fenolicos, contra la oxidacion lipidica en diversos tipos de carnes ha sido reportada, asi
el empleo de estos extractos resultan ser una alternativa a ser usados como aditivo
alimentario (Muorela et al., 2005). Se ha reportado que varios extractos de plantas o
extractos fenolicos tales como el romero (Mc Carthy et al,, 2001), cascara de papa
(Kanatt et al., 2005), catequinas del té (Tang et al., 2001), corteza del pino y el rape
seed (Vuorela et al., 2005), orégano (Hernandez-Hernandez et al., 2009), polifenoles de
la uva (Pazos et al., 2005), entre otros, pueden actuar como antioxidantes lipidicos en
carnes diversas. Los polifenoles quercitina (200 ppm), mirecitina (200 ppm), &cido
tanico (30 y 200 ppm) y el &cido elagico (30 y 200 ppm), han demostrado ser potentes
antioxidantes de los lipidos de la carne de pescado cruda y cocida sometida a
refrigeracion de 4°C (Ramanathan y Das, 1992). Al respecto Hernandez-Hernandez et
al., (2009) indican que el efecto antioxidante de los extractos fendlicos en productos
carnicos dependera no solo de la concentracion de los compuestos fenodlicos utilizados,
sino también del método de extraccién y el solvente utilizado en la recuperacion de los
polifenoles. A ello afiadimos también la importancia del perfil de los compuestos

fenolicos encontrados en los extractos antioxidantes.

3.4.2. Evaluacion de la oxidacion proteica

En los alimentos, también la oxidacion de las proteinas conduce a un deterioro
en la calidad. Shacter (2000) define a la oxidacion de las proteinas como la
modificacion covalente de una proteina inducida ya sea directamente por especies
reactivas al oxigeno (EROS) o indirectamente por productos secundarios del stress
oxidativo. Las proteinas de la carne pueden ser modificadas por medio de los lipidos
oxidados asi como por reacciones oxidativas catalizadas por metales o enzimas u otros
procesos quimicos y biologicos (Xiong, 2000). Es por ello que para que se de inicio a la
oxidacion proteica de la carne una etapa previa de oxidacion de lipidos seria necesario

que se produzca.

Todas las proteinas son potenciales blancos de oxidacion. Dentro de las
principales modificaciones que sufren ante la oxidacion son la pérdida de la actividad
catalitica, modificaciones en aminoacidos, formacion de grupos carbonilo, alteracion de
la estabilidad térmica, cambio en la viscosidad, fragmentacion, formacién de enlaces

covalentes inter o intra-proteicos, formacién de puentes disulfuro y mayor
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susceptibilidad a protedlisis (Carbiscol et al, 2000). Aunque se ha demostrado que
individualmente algunos aminoacidos son mas susceptibles a oxidarse que otros, una
proteina, dependiendo de su conformacion tridimensional, puede exponer 0 no esos

aminoacidos a la oxidacion.

De otro lado, la formacion de carbonilos es uno de los mas importantes cambios
en las proteinas oxidadas. Los compuestos carbonilos pueden ser generados via
oxidacion directa de un aminoéacido de una cadena lateral, por la fragmentacion de un
peptido estructural, por la reaccion con azucares reductores o por el acoplamiento a

compuestos carbonilos no proteicos (Xiong, 2000).

La inhibicion de la oxidacion de proteinas de los fendlicos antioxidantes de tara:
EE, EH4n y EHgn a diferentes concentraciones (100, 300 y 600 ppm) y del BHT (200
ppm) en hamburguesas de cerdo durante almacenamiento a 4°C por seis dias a través de

la medida del contenido de carbonilos, fue estudiada (tabla 17).

Los resultados de la tabla 17 indican que el contenido de carbonilos formados
producto de la oxidacion proteica de la carne de cerdo tendié a incrementar
constantemente durante el curso del almacenamiento refrigerado (4°C). La carne de
cerdo sin antioxidantes (control) al dia seis sufrié un incremento de 1.70 veces mas
respecto al dia cero; mientras que los extractos de tara EHs,, EHon y EE a la
concentracion de 100 ppm y el BHT a 200 ppm, incrementaron en 1.38, 1.32, 1.40 y
1.29. En funcién a los resultados encontrados se observa que la aplicacion de
antioxidantes naturales de la tara a 100 ppm y del BHT a 200 ppm, evitaron en cierta
forma la oxidacion proteica. A 100 ppm el EHg, y el BHT a 200 ppm resultaron los
mejores antioxidantes de la oxidacion proteica de la carne de cerdo, seguidos del EH4n y
EE
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Tabla 17. Evolucion del contenido de carbonilos (nmol/kg) durante el
almacenamiento refrigerado (4°C) de hamburguesas de cerdo con los

extractos entero (EE) e hidrolizados (EHy, y EHgy) de tara y BHT

Tiempo de EHyn EHoyy, EE BHT Control
almacenamiento (200ppm) (sin
(dias) antioxidante)

Aplicacidn de extractos de tara a 100 ppm

0 9.29bD 9.45bD 10.21aD 7.18dC 8.10bD
2 10.54bC 10.27bC 11.58aC 7.66¢C 10.08bC
4 11.75cB 11.08cB 13.57aB 8.22dB 12.29bB
6 12.88cA 12.49cA 14.36aA 9.26dA 13.81bA
Aplicacion de extractos de tara a 300 ppm
0 6.83cC 6.92cC 6.85cC 7.18bC 8.10aD
2 8.18cB 7.46dB 9.12bB 7.66dC 10.08aC
4 8.55cB 7.98dB 9.82bB 8.22cB 12.29aB
6 10.07cA 9.21dA 11.09bA 9.26dA 13.81aA
Aplicacion de extractos de tara a 600 ppm
0 5.63dC 5.52dC 6.68cD 7.18bC 8.10aD
2 7.13cB 6.76dB 8.19bC 7.66¢C 10.08aC
4 7.45dB 6.95eB 9.78bB 8.22cB 12.29aB
6 9.49cA 8.26dA 11.15bA 9.26CA 13.81aA

Letras en minuscula diferentes para una misma fila indican que si hubieron diferencias significativas
(p<0.05). Letras en mayuscula diferentes para una misma columna indican que si hubieron diferencias

significativas (p<0.05).
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Cuando las dosis de los extractos de tara se aumentaron a 300 ppm, se
encontraron incrementos en el contenido de carbonilos al dia seis respecto al dia cero de
1.47,1.33 y 1.61 para los extractos de tara EHan, EHgn y EE, respectivamente, siendo el
EHs, el que mejor resultado present6. Segun se observa, para todos los casos, 10s
incrementos fueron superiores a los encontrados a las dosis de 100 ppm, pero los
valores estuvieron por debajo del encontrado para el control (carne sin antioxidante),
por lo que existiria cierto efecto protector por parte de los diferentes extractos

evaluados.

A 600 ppm de aplicacion de los extractos de tara a la carne de cerdo se observo
nuevamente incrementos graduales en el contenido de carbonilos libres en el tiempo de
almacenamiento. Los incrementos en carbonilos fueron de 1.68, 1.49 y 1.66 para los
extractos de tara EHan, EHgn y EE, respectivamente. Los valores de los incrementos en

carbonilos fueron mayores a la de la aplicacion de las dosis de 300 y 100 ppm.

Se observa que a medida que la concentracion de los compuestos fendlicos de
los diferentes extractos de tara se incrementa, el efecto protector hacia la oxidacion de
proteinas tiende a disminuir, efecto muy contrario al encontrado en los mismos
extractos en los resultados de la evaluacion de la oxidacién lipidica; por lo que la
aplicacion de concentraciones mayores a 100 ppm de los diversos extractos de tara
estudiados no serian aconsejables. Es posible que se haya presentado un efecto pro-
oxidativo hacia las proteinas de la carne por parte de los compuestos fendlicos presentes

en los extractos.

Resultados positivos sobre el empleo de extractos fendlicos de diversas plantas
en la proteccion frente a la oxidacion proteica han sido reportados, asi destacan las
investigaciones de Vuorela et al. (2005) quienes determinaron que la aplicacion de
extractos fendlicos del rapeseed y de la corteza del pino, en pastas de carne de cerdo
cocida, resultaron excelentes antioxidantes hacia la oxidacion de proteinas con
inhibiciones entre el 42 al 64%, siendo los compuestos fendlicos méas representativos
del rapeseed el acido sinapico y de la corteza del pino el taxifolin y a quienes se les
atribuy6 el efecto positivo. De acuerdo a Rababah et al. (2004) las catequinas del té
fueron efectivos inhibidores de la oxidacion proteica en carne de pollo irradiada. Smet

et al. (2008) indican que el empleo de extractos antioxidantes naturales como del
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romero, te verde, semilla de uva y de tomate fueron menos efectivos en la proteccion de
la oxidacion de proteinas en carne de pollo, respecto a los antioxidantes sintéticos, sin
embargo se presentaron marcadas diferencias de proteccion entre los extractos

antioxidantes naturales.

Los resultados presentados dependen en gran medida de la concentracion de los
compuestos fenolicos en los extractos, el perfil de los compuestos fendlicos y el método

de extraccion y el solvente utilizado en la recuperacion de los polifenoles.

Finalmente indicamos que los extractos de tara EHg4pn, EHon y EE, fueron buenos
agentes protectores frente a la oxidacién lipidica de la carne de cerdo sometida a
refrigeracion a concentraciones de 100, 300 y 600 ppm, siendo mas efectivo el EHgp.
Sin embargo dosis mayores a 100 ppm de los mismos extractos no evitan la oxidacion

proteica.
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IV.

CONCLUSIONES
El pH y la relacion materia/solvente no influyeron de forma significativa (p <
0.05) en la extraccién de los taninos de la tara. EI mejor solvente de extraccion
de los taninos de la tara resultd ser la acetona al 80%, seguido del agua, el
etanol 80% y finalmente al metanol 80%. Utilizando agua como solvente de
extraccion, se determind que el factor relacion materia prima/solvente no
afecta de forma significativa (p < 0.05) la extraccion de los taninos de la tara,
pero si la temperatura y el tiempo de extraccion.
El método Superficie Respuesta utilizando el disefio Compuesto Central
Rotable para evaluar la optimizacion de la extraccion los taninos de la tara
indico que la extraccion en funcion de la temperatura y tiempo de extraccion
siguid el siguiente modelo matematico: % Taninos hidrolizables = 306,85 +
7,51 *Temperatura - 32,46*Tiempo - 0,075 *Temperatura™2 +
0,036*Temperatura*Tiempo + 5,97 *Tiempo”2
El méximo contenido de taninos hidrolizables de la tara recuperados, segun el
método Superficie Respuesta, seria de 473.4 mg AGE/g (b.s), bajo las
siguientes condiciones, solvente: agua; pH de extraccion: 3.5; relacion materia
prima solvente: 1/60, temperatura: 57.9°C y tiempo de 0.58 h.
Una hidrdlisis acida a 100 °C y 2 N H,SO, es capaz de liberar el &cido galico
presente en los galotaninos de las vainas de tara, siendo 20 horas el tiempo que
asegura una hidrolisis completa.
Los taninos hidrolizados de las vainas tara presentan capacidad antioxidante
frente al ABTS+, la cual se incrementa con el grado de hidrdlisis hasta 25,986
+ 0,566 pumol trolox equi./ mg & galico equi. (47 % mas de la actividad de un
tratamiento sin hidrolizar), después de 4 horas de hidrolisis, tiempo en cual el
grado de hidrdlisis es de 38,8 %; luego la actividad antirradical se mantiene
constante.
Los taninos hidrolizados tienen una eficacia antioxidante en aceite de soya
similar o mejor que el TBHQ, medida a 140 °C; sin embargo a 60 °C el TBHQ
protege mejor el aceite de soya que los taninos hidrolizados
Los extractos con un grado de hidrolisis de 93,7 y 38,8 % no muestran
diferencia significativa en la evolucion de indice de perdxidos, contenido de



dienos conjugados y valor de p-anisidina durante 20 dias de almacenamiento
del aceite de soya a 60 °C.

El extracto entero de tara (EE) y los extractos hidrolizados (EH4n y EHgp) a las
concentraciones de 100, 300 y 600 ppm mostraron buenos efectos protectores
contra la oxidacion lipidica de la carne de cerdo sometida a almacenamiento
refrigerado (4°C) por seis dias.

Los EE, EH4, y EHg, aplicados a concentraciones de 100 ppm en la carne de
cerdo, presentaron buenos efectos inhibidores a la oxidacion proteica; dosis

superiores no protegen eficientemente.
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