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Prologo

En este volumen se abordan distintos aspectos clave para el aprovechamiento de subproductos agroindustriales y la
valorizacién de recursos regionales.

Esta publicacion surgio de las exposiciones y debates que tuvieron lugar en el marco de la Red Iberoamericana LACFUN-
CYTED 415RT0495, del Area Desarrollo Sostenible, entre 2015 y 2019. En esta red participaron investigadores de ocho
paises (Argentina, Bolivia, Brasil Chile, Colombia, Espana, México y Uruguay) y ademas dos empresas (Rocio del Campo y
Biofe, ambas de la Provincia de Santa Fe, Argentina) y se combind con las actividades de un Proyecto de Desarrollo
Tecnoldgico y Social (PDTS), financiado por CONICET (Argentina) y el CIN (Consejo Interuniversitario Nacional). Han sido
invitados para contribuir a este libro los referentes internacionales relacionados con los temas abordados, relacionados
con los grupos participantes. Especialmente, materializando el intercambio interredes, se ha invitado a miembros de la
Red Iberoamericana de Alimentos Autdctonos Subutilizados (ALSUB-CYTED, 118RT0543), coordinada por la Dra. Sandra
Sayago, a contribuir con un capitulo sobre analisis multivariado.

El desarrollo sostenible se basa en la necesidad de que exista un delicado equilibrio entre tres aspectos: el impulso
econdmico de una region, la conservacién del medio ambiente y el bienestar de la sociedad involucrada. Se plantea
como uno de los objetivos de la FAO para contribuir a la seguridad alimentaria (ODS 2).

Las reuniones, que se realizaron en varios de los paises miembros de la Red, tuvieron como objetivo el estudio y la
difusién de los beneficios de la recuperacién de subproductos agroindustriales y el aprovechamiento de recursos
regionales para la produccidon de alimentos. Estos aspectos favorecen también la soberania alimentaria, que es uno de
los componentes de la seguridad alimentaria.

El libro estd conformado por tres partes:

En la Parte 1 se discuten algunos casos sobre la utilizacién de subproductos agroindustriales, que ademas de contribuir a
evitar pérdidas y desperdicios de alimentos, abren oportunidades para la obtencién y desarrollo de nuevos productos,
con potenciales propiedades funcionales. El aprovechamiento de desechos trae aparejado la disminucién del impacto
ambiental, y/o del costo de su tratamiento, a la vez que beneficia econdmicamente la organizacion por el agregado de
valor a subproductos.

En la Parte 2 se tratan casos de valorizacién de recursos regionales con un rol central en el agregado de valor para el
desarrollo econémico de pequenos productores.

Por ultimo, en la Parte 3 se discuten algunas herramientas para la obtencién, caracterizacién e implementacién de
productos innovadores, que podrian producir impacto en las sociedades involucradas.

La tarea de impulsar el aprovechamiento de subproductos y de los recursos localmente disponibles para tender a la
seguridad alimentaria requiere una accién concertada de los organismos de ciencia y técnica, la sociedad y los
productores. Por ello, los temas se han analizado desde diversas perspectivas, con la participacién de empresas que con
vocacion emprendedora han participado para acercar la investigacion a la produccidn, y que sea posible llevar al
mercado productos innovadores.

Hemos contado con el apoyo de programas que fomentaron la interrelacion investigacion-produccion-desarrollo y con
actores involucrados en la generaciéon de estrategias de fomento a emprendimientos.

La creciente preocupacion de los consumidores por el cuidado del medio ambiente, el reclamo de alimentos naturales y
la legislacion ambiental son fuerzas impulsoras importantes para la introduccién de practicas sostenibles en industrias
procesadoras de alimentos, para impulsar el desarrollo de estos temas en los distintos niveles de educacion y para
promover su difusion al publico en general.

A partir de 2021 la interaccién de los grupos ha continuado en la Red AUIP (Asociacién de Universitaria Iberoamericana
de Posgrado), con el tema de Herramientas para una Economia Circular en Procesos Agroindustriales (riihec.org).

Agradecemos a todos los especialistas que han contribuido a la realizacién de este libro, a sus instituciones y al programa
CYTED que ha hecho posible la interaccion entre grupos de distintas latitudes, diferente formacion y variada orientacion
tematica, brindando las herramientas para la utilizacién integralde los recursos y contribuyendo a la seguridad
alimentaria a través del desarrollo sostenible.

Dra. Maria del Pilar Buera

Investigadora Superior de CONICET, Argentina
FCEN-Universidad de Buenos Aires

Coordinadora Red Iberoamericana CYTED 415RT0495



Capitulo 22
Nuevas técnicas para la busqueda de actividad antioxidante en
mezclas naturales con aplicacién en alimentos

Oscar Bernardo Micheloni!, Abel Eduardo Farroni2

TUniversidad Nacional del Noroeste de la Provincia de Buenos Aires. Departamento de Ciencias Basicas.
Pergamino, Buenos Aires. Argentina

2Intituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA). Estacion Experimental Agropecuaria Pergamino.
Laboratorio de Calidad de Alimentos Suelos y Aguas. Argentina

Resumen

Los ensayos autograficos acoplados a cromatografia constituyen una herramienta interesante e
innovadora en la busqueda de compuestos activos en la preservacién de alimentos a partir de
extractos naturales. Como principio general de las autografias, luego del desarrollo de la
cromatografia, se deposita sobre la placa un sistema de reactivos que revela la actividad buscada
mediante un cambio de color localizado. El acoplamiento de una técnica de deteccién con una
separativa es un diseno que permite la localizacién de los posibles compuestos activos presentes en
mezclas complejas facilitando su aislamiento guiado por la actividad buscada, disminuyendo los costos
y los tiempos. Las autografias quimicas con revelado por aspersidon fueron utilizadas con éxito para la
deteccidon de actividad antioxidante a partir de la captacion de radicales libres en extractos acuosos
obtenidos a partir de especies de crecimiento silvestre como Nicotiana longifiora, Oxalis articulata, que
presentaron actividad captadora de DPPH, y Sonchus oleraceus, Sphaeralcea bonariensis y Cichorium
intybus las cuales a su vez fueron positivas en el ensayo de ABTS. Las autografias enzimaticas pueden
utilizarse para la busqueda de actividad inhibitoria de las polifenoloxidasas. El uso de PPO fuentes
naturales en el ensayo permite detectar compuestos que inhiban especificamente la enzima del
alimento que se desea preservar, en este caso manzana, evitando la aparicion de falsos positivos o
negativos debidos a las diferencias de especificidad con la enzima comercial de hongos. La versatilidad
de las autografias y su capacidad de separacién las hace herramientas muy importantes en la busqueda
de una actividad especifica en mezclas complejas como los extractos naturales.

1. Introduccion

La investigacién sobre el uso de antioxidantes es un tema complejo y se ha incrementado en los
Ultimos tiempos. Existe un gran numero de metodologias y variaciones de estas para medir la
capacidad antioxidante en materiales vegetales. Los sistemas biologicos presentan la particularidad de
poseer multiples fuentes de actividad antioxidante como, por ejemplo: enzimas, como superdxido
dismutasa, glutation peroxidasa, polifenoloxidasa y catalasa; macromoléculas como albumina,
ceruloplasmina, ferritina, otras proteinas; pequefas moléculas o metabolitos secundarios como acido
ascorbico, glutation, acido Urico, tocoferoles, carotenoides, polifenoles; e incluso algunas hormonas
(estrégenos, angiotensina, melatonina, etc.) (1). Existen diversos métodos espectrofotométricos para
evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vitro o in vivo (2-5). Una de las estrategias mas aplicadas en
las medidas in vitro de la capacidad antioxidante total de un compuesto, mezcla o alimento, consiste
en determinar la actividad del antioxidante frente a sustancias cromoégenas de naturaleza radical.
Cuando la actividad antioxidante se manifiesta como la inhibicion de una enzima, el abordaje consiste
en evaluar la actividad enzimatica remanente en presencia de la muestra (6-8). No obstante, las
determinaciones de la capacidad antioxidante realizadas in vitro nos dan tan soélo una idea aproximada
de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo (9).

Los ensayos autograficos acoplados a cromatografia en placa han sido considerados como generadores
de una nueva era en la ciencia de la separacion y determinacién de actividad de compuestos quimicos
presentes en los productos naturales (10). Pueden implementarse como una herramienta cualitativa
simple, de bajo costo y llevarse adelante en laboratorios sencillos sin la necesidad de utilizar
equipamientos complejos. Como principio general de las autografias, luego del desarrollo de la
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cromatografia, se deposita sobre la placa un sistema de reactivos que revela la actividad buscada mediante
un cambio de color localizado. Esto puede hacerse sumergiendo la placa en usa solucién reveladora,
aplicando la solucion sobre la placa en forma de aerosol o en forma de un gel delgado que contenga los
reactivos necesarios. El acoplamiento de una técnica de deteccion con una separativa es un diseno que
permite la separaciéon de los posibles compuestos activos presentes en mezclas complejas facilitando su
localizacion y el aislamiento guiado por la actividad buscada, disminuyendo los costos y los tiempos (11, 12).
Las autografias pueden ser clasificadas en tres grupos: autografias a célula entera o bioautografias,
autografias quimicas y autografias macromoleculares o enzimaticas. Las autografias a “célula entera” o
bioautografias fueron las primeras en utilizarse. Estos ensayos se basan en la evaluaciéon de la capacidad
inhibitoria del crecimiento de diferentes microorganismos y han sido mencionados como la metodologia
mas eficiente para el descubrimiento de nuevos compuestos antimicrobianos (13). Las primeras
bioautografias se implementaron usando como fase estacionaria papel para estimar la pureza de penicilinas
(14). El uso de cromatografia en capa delgada CCD fue introducido recién en el ano 1961 (15). Las
autografias quimicas existentes se utilizan para la determinacién de actividad antioxidante, las mismas se
basan en la medicién de la capacidad captadora de radicales libres utilizando 2,2-difeil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) (16) o el radical estable del 2,2'-azinobis-3-etil- benzotiazolina-6-acido sulfénico ABTS (17).

En las autografias macromoleculares o enzimaticas, se trata de poner en evidencia la inhibicion de
una enzima. En el caso del estudio de inhibidores enzimaticos se aplica sobre la placa cromatografica
una solucion de tincién en forma liquida o de un gel delgado conteniendo los reactivos que
permitan el desarrollo de una reaccidn de color partir de la actividad enzimatica buscada,
detectando, la presencia de la misma por un cambio de color respecto del fondo en el lugar donde
esta presente el compuesto activo. El uso de geles de agarosa permite controlar mucho mejor el pH
y la concentracién de enzimas y sustratos en el medio de reaccion. En estos casos es importante
tener en cuenta que el compuesto activo debe migrar desde la placa al gel y por lo tanto son
importantes las interacciones y la hidrofobicidad de la placa. En cambio, cuando la solucién
reveladora se aplica por aspersion es esta la que difunde en la placa, el procedimiento es mas simple
que utilizar un gel, pero es mas dificil controlar las condiciones y la homogeneidad de la aplicacién.
Existen diferentes autografias que se han desarrollado utilizando diferentes enzimas, la mayoria de
ellas comerciales como B-glucosidasa (12, 18, 19), xantin-oxidasa (20), acetilcolinesterasa (21, 22),
lipasa (23), tirosinasa de hongos (24, 25) y también naturales como polifenol oxidasa de manzanas
(26). Para la aplicacion en alimentos orientada hacia la busqueda de compuestos con una actividad
particular hacia una enzima que intervenga en el deterioro de estos es conveniente iniciar utilizando
como fuente enzimatica la enzima de ocurrencia natural presente en el alimento en estudio (26).

2. Deteccion de inhibidores de polifenoloxidasa

El pardeamiento enzimatico conduce a importantes pérdidas econdmicas en muchos productos frescos,
tales como manzanas, peras, bananas, papas y hongos comestibles (27). La estrategia mas
frecuentemente utilizada para su control es la inhibicion de la enzima polifenol oxidasa (PPO) por
mecanismos fisicos o quimicos. Sin embargo, esta no es la Unica enzima relacionada al pardeamiento.
La enzima PPO cataliza la hidroxilacién de monofenoles a o-difenoles y la oxidacion de difenoles a o-
quinonas que se polimerizan con azucares, aminoacidos y proteinas formando compuestos de color
oscuro (melaminas). La enzima peroxidasa (POD) puede oxidar fenoles a quinonas en presencia de
perdxido de hidrégeno y la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL), por su parte genera sustratos
fendlicos, que pueden utilizados por la PPO y POD (28). Por lo tanto, el control del pardeamiento
enzimatico a partir de la busqueda de inhibidores naturales de estas enzimas ofrece un importante
campo de desarrollo. Estas investigaciones normalmente se llevan a cabo mediante métodos
espectrofotométricos utilizando como fuente enzimatica tirosinasa comercial de hongos. A pesar de
que esta metodologia tiene la ventaja de la medicion cuantitativa, los extractos naturales al ser
mezclas complejas y frecuentemente coloreadas dificultan las mediciones precisas de absorbancia (26).
Ademas, la utilizacion de tirosinasa de hongos comercial para la busqueda de inhibidores de la PPO de
alimentos vegetales presenta el inconveniente de no poder abordar la diferente afinidad por los
inhibidores que presentan las PPO de diferentes fuentes. Esto es debido a que las isoformas de la
enzima PPO difieren entre las diferentes especies vegetales presentando distinta sensibilidad a cambios
de pH y temperatura o diferente punto isoeléctrico (29). Recientemente, Mayr F. et al (2019) (30)
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propusieron que los ensayos espectofotométricos de aislamiento bioguiado para detectar inhibidores
de pardeamiento enzimatico a partir de tirosinasa de hongos comercial presentan interferencias que
pueden llevar a obtener falsos negativos descartando de esta manera fracciones de extractos que
podrian tener compuestos con actividad inhibidora.

Es aqui donde las autografias enzimaticas preparadas con el enzima blanco y acopladas a cromatografia
en capa delgada cobran importancia para la identificacion y separacion preliminar de compuestos
inhibidores. El desarrollo de estas metodologias requiere de la puesta a punto de la corrida
cromatografica y del sistema de revelado. Como primer paso se desarrolla una cromatografia del
extracto en estudio y se elimina todo el solvente de corrida por evaporacidon. La secuencia de
incorporacion de reactivos debe ser puesta a punto en cada autografia en particular. Para el caso
presentado en la Figura 2 los mejores resultados se obtuvieron depositando sobre la placa una solucién
de agar y 3-metil-2-benzothiazolinona hidrazona (MBTH) en buffer fosfatos 50 mM pH =6,8, sustrato (L-
Dopa) y la enzima PPO extraida del alimento vegetal que se quiera estudiar, en este caso manzana. Esta
enzima se extrajo en frio y en presencia de polivinilpirrolidona para eliminar compuestos fendlicos, luego
se conservo liofilizada a -18 °C. La solucién de enzima se cuantific6 de manera de utilizar siempre el
mismo valor de unidades enzimaticas por superficie de la placa. El MBTH cumple la funcién de mejorar el
contraste entre el fondo coloreado y el area incolora donde la enzima ha sido inhibida ayudando a
incrementar la sensibilidad del método. Este compuesto reacciona con la dopaquinona producida por la
PPO vy tine el fondo de la placa de color rojo ladrillo (Figura 1). En la zona donde existe un inhibidor
natural de la enzima PPO, esta reaccion no se desarrolla apareciendo una zona blanca.

o (0]
NH3 0= +
PPOJ NH3 MBTH
CHy
HO —0 N
Sutty
HO o s
) complejo rojo
L-Dopa@ Dopaquinona ] o
(o}
NH3
CH3
N 7 N\ -
s —

HO

Figura 1. Oxidacion de L-Dopa a dopaquinona catalizada por PPO y reaccién con MBTH para producir complejo rojo

En la Figura 2 se observa la corrida de un extracto acuoso de ajo revelado con una autografia
desarrollada para detectar inhibidores especificos de PPO de manzana ademas de otras formas de
revelar la placa cromatografica utilizando iluminacién UV (26). La longitud de onda de 254 nm activa
un fluoréforo verde aplicado sobre el fondo de la placa y su fluorescencia es opacada por los
compuestos que corren en la calle donde se siembra la muestra haciéndolos visibles como manchas
oscuras. Cuando la placa se ilumina a longitud de onda mas larga como 365 nm los compuestos que
emiten fluorescencia se observan brillantes sobre un fondo oscuro. De esta manera se pueden poner
de manifiesto caracteristicas que no son observables bajo luz visible. La presencia de un compuesto
inhibidor de la PPO de manzana en el extracto acuoso de cebolla (A/lium cepa) se encuentra
marcada con un circulo amarillo en la zona de relacion de frente (Rf)=0.55. Este compuesto no
aparece destacado a 254 nm ni a 365 nm. Este sistema de revelado en particular es compatible con
placas cromatograficas de fase normal y fase reversa. De esta manera se pueden realizar
separaciones de compuestos en un amplio rango de polaridad haciendo mas versatil la busqueda de
principios activos en diferentes tipos de extractos naturales.
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Figura 2. Autografia de extracto acuoso de A/lium cepa en diferentes condiciones de revelado: 1) Luz UV 254 nm,
2) Luz UV 365 nm, 3) autografia y 4) Luz blanca. Fase mévil: acetona: metanol (90:10)

3. Autografias quimicas
3.1 Autografia de DPPH

Este ensayo permite la deteccion de compuestos con actividad reductora que son capaces de captar
radicales libres por medio de la donacién de hidrogeno. El DPPH es un radical sintético estable. Esta
estabilidad es debida a la deslocalizacién del electron desapareado por toda la molécula que impide la
dimerizacién, como sucede para la mayoria de los otros radicales libres. Esta deslocalizacion es la
responsable de originar el color violeta que lo caracteriza. Cuando una solucién de DPPH se mezcla con
una sustancia capaz de donar un atomo de hidrogeno, se origina la forma reducida del DPPH (Figura
3). La coloracion violeta se pierde y prevalece la coloracion amarilla del grupo picril presente (31). Esta
autografia quimica puede realizarse aplicando las soluciones de reactivos en forma de aerosol
directamente sobre la placa. Se utiliza una solucion etandlica de 2,2-Di (4-tert-octilfenil)-1-picril-hidrazilo
(DPPH). Luego de 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente los compuestos antioxidantes se
observaran como puntos amarillos sobre un fondo color violeta (32).

a
NOZ Antioxidante H N02
O N \N N ‘N‘
O:N NO, O.N NO,
(violeta) (amarillo)

Figura 3. Reaccion de captacion de radical DPPH por parte de compuestos antioxidantes
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La Figura 4 muestra la aplicacién de estas autografias al estudio de capacidad antioxidante de
extractos acuosos de las especies vegetales de ocurrencia natural, este caso se muestran los resultados
de Nicotiana longiflora (NL) y Oxalis articulata (OA). Las placas cromatograficas se desarrollaron con
metanol: acetato de etilo (90:10) y se revelaron aplicando un aerosol de DPPH al 0,04%. Ambas
mostraron la presencia de compuestos con actividad antioxidante. NL (calle 1) mostré zonas con
actividad antioxidante entre valores de Rf de 0 a 2. OA (calle 2) también mostré compuestos con
actividad antioxidante entre valores de Rf de 0 a 0,25 y una zona activa con valor de Rf de 0,5. El
revelado a 365 nm puso de manifiesto que varios compuestos o grupos de estos pueden separarse en
los dos extractos. Al guiar el revelado con la actividad captadora de DPPH se observa que OA presenta
una variedad mayor de compuestos activos que NL cuando se separan con esta fase movil.

Rf

Figura 4. Comparacién de cromatogramas con diferentes revelados UV (254 y 365 nm) y autografia DPPH. Calle 1
Nicotiana longiflora, calle 2 Oxalis articulata. Siembra 500 g

3.2 Autografia de ABTS

Zampini et al (2010) (17), han desarrollado una técnica autografica en gel para detectar compuestos
antioxidantes de extractos vegetales utilizando como aceptor de hidrégeno el radical ABTS** formado
entre el ABTS y el persulfato de potasio (figura 5). Los compuestos reductores se pueden visualizar
como puntos blancos en un fondeo verde oscuro.

_ HeC i} HaC

7 5 7 5
0=Ss HN O0=8 N
(|)| antioxidante (|)|
\N . X N S

N
s 0 SN X
(e} O
I K250s I
N S=—0 N S=0
5 5
CH3 CH3

Figura 5. Reaccion de formacién de radical ABTS** con persulfato de potasio

En la Figura 6 se pueden observar las cromatografias de extractos acuosos de las especies vegetales
Sonchus oleraceus (calle 1), Sphaeralcea bonariensis (calle 2) y Cichorium intybus (calle 3) desarrolladas
con hexano: acetato etilo (30:70). En la placa revelada con la autografia se puede visualizar zonas de
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color blanco que indican la presencia de compuestos que le ceden un hidrogeno al ABTS**. Sonchus
oleraceus mostré una importante zona con actividad antioxidante con un valor de Rf de 0,7 y algunos
otros sectores con valores de Rf de 0 y superiores a 0,7. Sphaeralcea bonariensis mostrd zonas con
actividad antioxidante con valores de Rf entre 0y 0,2 y 0,8. Cichorium intybus mostro zonas activas con
valores de Rf de 0 y 0,75.

Rf 1001 AN
090+

0,801
0,701
0,60+
0,50+
0,40+
0,30+
0,20+
0,10+

0,00+

Figura 6. Autografia para capacidad captadora de ABTS*". Placas desarrolladas con hexano: acetato de etilo (30:70),
Extractos de Sonchus oleraceus (calle 1), Sphaeralcea bonariensis (calle 2) y Cichorium intybus (calle 3)

4. Consideraciones finales

La busqueda de compuestos antioxidantes o inhibidores del pardeamiento a partir de fuentes
naturales requiere de enfoques innovadores que permitan el procesamiento de muestras complejas de
manera simple. Las técnicas autograficas son faciles de realizar y no requieren grandes equipamientos
de laboratorios y permiten una separacién preliminar de los compuestos activos. Son versatiles en el
sentido que pueden adaptarse a la busqueda de inhibidores enzimaticos, compuestos con una
actividad quimica especifica como el caso de la captacion de radicales libres o incluso la inhibicién del
crecimiento de un microorganismo. El diseno de la separacion y el revelado deben realizarse
cuidadosamente teniendo en cuenta el sistema en estudio y la actividad buscada. Cuanto mas
compleja sea la muestra mas relevancia cobra la fase separativa, pueden realizarse corridas con
diferentes solventes o incluso utilizar fase reversa ampliando mucho el rango de compuestos que
puede separase. La técnica de revelado puede adaptarse a las necesidades del sistema o las
capacidades del laboratorio. Las técnicas por inmersion y aspersidn tienen la ventaja de ser faciles de
hacer y rapidas ademas de no requerir equipamiento; pero es dificil calcular la concentracién aplicada
de los reactivos, se desperdicia mucho y pueden deformar las bandas cromatograficas. La aspersion
ademas presenta dificultades para lograr homogeneidad de cobertura. Esto hace que sea mas dificil de
reproducir los resultados. La aplicacion de la solucién de tincidn sobre las placas cromatograficas en
forma de gel facilita la visualizacion de los halos, se puede calcular exactamente la concentracion
aplicada y hace mas reproducible el experimento. Por otro lado, es mas laboriosa no se puede
automatizar y la sensibilidad puede verse afectada por la difusion. El adecuado control de las
condiciones en el gel hace que las autografias enzimaticas puedan adaptarse a enzimas de diferentes
fuentes, tanto comerciales como extraidas del alimento que se desea preservar. De esta manera se
amplia el horizonte de aplicaciones y es posible sortear el problema de la diferente especificidad de los
inhibidores evitando falsos resultados negativos o positivos. Finalmente, una vez detectados los
compuestos activos, las autografias pueden repetirse modificando los solventes o fases de corrida. A
partir de los resultados de las separaciones en TLC mono o bidimensional con diferentes fases méviles
se puede guiar la puesta a punto de columnas preparativas para obtener fracciones enriquecidas en los
activos que se hayan encontrado y de esta manera proceder a su identificacion o elucidacion
estructural por técnicas como espectrometria de masas o resonancia nuclear magnética de alta
resolucién. En este trabajo se muestran extractos naturales obtenidos a partir de especies de
crecimiento silvestre con actividad antioxidante o inhibidora de la PPO las cuales presentan mas de un
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compuesto activo. Estas mezclas son un interesante punto de partida para el control del pardeamiento
enzimatico en alimentos y el reemplazo de compuestos de origen sintético.
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