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Resumen

1. RESUMEN

En los ultimos afios, el aumento de las enfermedades crénicas vy
degenerativas se ha convertido en un importante problema de salud en los paises
desarrollados. En base a esto, las especies vegetales han despertado un gran
interés por ser fuente de compuestos biolégicamente activos, con efectos
beneficiosos para el organismo.

El objeto principal de esta Memoria se enfoca en el estudio de la
composicion fendlica, asi como de la capacidad antioxidante y actividad de
inhibicidon enzimatica de especies vegetales cuya composicion quimica y
bioactividad no se conocen en detalle, bien por no haber sido estudiadas en
profundidad o por no haber sido analizadas hasta la fecha, pudiendo ser fuentes
potenciales de compuestos de interés para la industria farmacéutica o alimentaria.
Asimismo, la Memoria aborda el analisis del fruto de diferentes variedades de Olea
europaea L. (aceituna), analizando también el contenido mineral y la influencia de
su digestidon mediante la simulacién de una digestién gastrointestinal in vitro.

Las especies vegetales y frutos seleccionados fueron recogidos en
diferentes localizaciones de la provincia de Jaén. Entre ellas se encuentran:

e dos especies del género Berberis: B. thunbergii y B. hispanica

e tres especies del género Sarcocapnos: S. enneaphylla, S.
pulcherrimay S. saetabensis

e  Portulaca oleracea L.

e cuatro variedades de Olea europaea L.: Cornezuelo, Cornicabra,
Picual y Royal.

La determinacidn del perfil fitoquimico se realizé en todas las especies
vegetales y aceituna en estudio, empleando para ello la cromatografia liquida de
alta resolucién con espectrometria de masas (HPLC-MS). Previo a esto, se llevaron a
cabo diferentes tratamientos de muestra en funcidn de la matriz de cada una de las

muestras.
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Resumen

Para el analisis de la capacidad antioxidante, se han estudiado los extractos
de todas las especies de plantas mencionadas anteriormente y de la aceituna de
mesa de la variedad Cornezuelo. Para la medida del potencial antioxidante se
emplearon diferentes ensayos espectrofotométricos, obteniendo asi una vision
mas general de la capacidad antioxidante que presenta cada una de las muestras.

Para determinar la actividad de inhibicién enzimatica de las especies e
identificar su potencial farmacolégico se han realizado diferentes ensayos
enfocados a evaluar la efectividad de los extractos en el tratamiento de
enfermedades comunes. Estos ensayos han sido llevados a cabo en las plantas de la
especie Berberis thunbergii y en las tres especies de Sarcocapnos estudiadas.

Por otro lado, el estudio de la biodisponibilidad de los polifenoles mediante
la simulacién de digestiones gastrointestinales in vitro se realizd exclusivamente a
la aceituna de la variedad Cornezuelo, la cual previamente habia sido tratada para
convertirse en un producto apto para ser consumido por el ser humano (aceituna
de mesa).

Finalmente, la composicion inorganica fue determinada en todas las
variedades de Olea europaea L. presentes en este estudio mediante la técnica de
espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS),
requiriendo inicialmente una previa digestion de las muestras en un sistema de
digestion por microondas.

Los trabajos desarrollados, fruto de las determinaciones realizadas a las
especies vegetales de estudio, han dado lugar a siete articulos de investigacion
divididos en dos bloques. La primera parte engloba los trabajos realizados a las
diferentes especies de plantas analizadas y la segunda parte acoge los estudios

llevados a cabo sobre los frutos de diversas variedades de Olea europaea L.
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Resumen

Parte I. Desarrollo de metodologias analiticas para el analisis y la caracterizacion

de compuestos bioactivos en distintas especies de plantas.

1.

El articulo 1 trata acerca de la caracterizacion fendlica, la actividad
antioxidante y las propiedades de inhibicidn enzimatica de las hojas de
Berberis thunbergii DC. en dos medios de extraccion diferentes: metanol
y agua. En su estudio, se ha podido observar que esta especie es una
fuente valiosa de acidos fendlicos. Ademas, se han llevado a cabo
diferentes ensayos antioxidantes (ABTS, DPPH, FRAP, CUPRAC, ensayo
del fosfomolibdeno y ensayo de la capacidad quelante de metales) que
han reportado datos de una elevada capacidad antioxidante en las hojas
de B. thunbergii. Los estudios de inhibicién enzimatica realizados para
las enzimas colinesterasas, tirosinasa, amilasa, glucosidasa y lipasa
mostraron que el extracto metandlico era mas activo frente a estas
enzimas que el extracto acuoso, debido a la mayor concentracion de

compuestos fendlicos.

En el articulo 2 se estudian las propiedades antioxidantes en las hojas de
otra especie de Berberis, Berberis hispanica Boiss. & Reut., mediante los
ensayos de ABTS y DPPH. Los test se realizaron en medio metandlico y
acuoso, observandose una capacidad antioxidante mayor en los
extractos en metanol. Ademas, se llevd a cabo la caracterizacion de su
perfil fendlico mediante cromatografia liquida de alta resolucién con
diodo array y deteccion con espectrometro de masas (HPLC-DAD-
MS/MS), indicando que los acidos fendlicos son los compuestos mas

abundantes en la composicién de las hojas de B. hispanica.

El articulo 3 abarca el estudio de la bioactividad y el perfil fendlico de las
tres especies de Sarcocapnos seleccionadas en dos medios de extraccién

diferentes (metanol y agua). Los compuestos mas abundantes que
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Resumen

presentaron estas especies fueron en su mayoria flavonoides y acidos
fendlicos. Los ensayos antioxidantes (ABTS, DPPH, FRAP, CUPRAC,
ensayo del fosfomolibdeno y ensayo de la capacidad quelante de
metales) y los estudios de inhibicién enzimatica realizados (enzimas
colinesterasas, tirosinasa, amilasa y glucosidasa) mostraron que el
extracto metandlico de cada especie era el mas activo, siendo S.
enneaphylla la especie que presentd un mayor contenido fenédlico y una

mayor bioactividad.

4. El articulo 4 recoge un estudio comparativo del perfil fendlico y de las
propiedades antioxidantes de una especie comestible, la Portulaca
oleracea L., en su estado crudo y cocinada al vapor. Se identificaron dos
nuevos alcaloides, las oleraceinas X e Y. En cuanto a las propiedades
antioxidantes, se llevaron a cabo los ensayos ABTS y DPPH. Se observd
que el proceso de cocinado disminuia tanto la composicion fendlica

como la actividad antioxidante.

Parte Il. Desarrollo de metodologias analiticas para el analisis y la caracterizacion

de compuestos bioactivos en frutos de Olea europaea L.

5. El articulo 5 se centra en el estudio del perfil fitoquimico, el contenido
mineral y la actividad antioxidante de la aceituna de mesa de la variedad
Cornezuelo. En él se determina que la composicién estd formada
mayoritariamente por secoiridoides. Ademas, se estudio la influencia de
la digestidon de estas aceitunas de mesa mediante la simulaciéon de una
digestion gastrointestinal in vitro, observandose que aproximadamente
la mitad de los compuestos fendlicos se pierden durante el proceso de
la digestidn, aunque sigue permaneciendo aun importante actividad

antioxidante en los extractos digeridos.
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En el articulo 6 se estudia el perfil fitoquimico y el contenido mineral en
la variedad de aceituna Royal, evaluando la influencia del estado de
maduracién del fruto durante cuatro meses consecutivos (de octubre a
enero). La oleuropeina fue el compuesto mayoritario en cada una de las
etapas, obteniéndose un mayor valor de este compuesto y de la suma
de todos los fenoles individuales en el dltimo mes. No se observé una
correlacion entre los valores obtenidos del contenido inorganico y el

contenido fendlico.

El articulo 7 recoge el estudio del efecto de la maduraciéon en la
composicion fendlica de tres variedades de aceitunas: Cornezuelo,
Cornicabra y Picual. El trabajo abarca dos temporadas consecutivas, en
donde se ha ido realizando la determinacion del perfil fenélico, ademas
de la composicion mineral. Se puede observar que la variedad
Cornezuelo presenta la mayor concentracién de fenoles, con una
tendencia generalizada al alza en las tres variedades conforme el
transcurso de la temporada, en la mayoria de los casos. Por otro lado,
no se observd una tendencia clara en los valores obtenidos de

contenido inorganico.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de la presente Memoria es el analisis de la
composicidn quimica y de la actividad bioldgica de especies vegetales y frutos poco
0 nada estudiados hasta la fecha, centrandonos especialmente en la composicion
fendlica de los mismos.

El gran interés existente en la actualidad respecto al empleo de productos
vegetales para su incorporacion en la dieta (actuando como medicina preventiva),
o para disponer de nuevas fuentes naturales de compuestos biolégicamente
activos que sustituyan a los compuestos sintéticos en el campo de la farmacologia,
hacen necesario su estudio para su posible revalorizacién en base a potenciales

aplicaciones en las industrias alimentaria, farmacoldgica y cosmética.

Los objetivos especificos que se han propuesto son los siguientes:

1) Desarrollar métodos analiticos eficaces para la extraccién de compuestos
fendlicos en las muestras vegetales, considerando aspectos referentes a la
preparacion de la muestra, posibles interferencias, efecto del disolvente,
asi como el desarrollo de metodologias para el andlisis de dichos

compuestos fendlicos mediante HPLC-MS.

2) Identificar y cuantificar los principales compuestos fenélicos en las especies

vegetales y frutos seleccionados.

3) Analizar la capacidad antioxidante de los extractos previamente analizados.
Se estudiara el potencial antioxidante empleando diferentes ensayos. De
esta manera se conseguird obtener una visiéon global de la capacidad
antioxidante dependiendo del mecanismo de accidn en el que se basa cada

ensayo.
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Objetivos
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4)

5)

6)

Identificar el potencial farmacoldgico de los extractos analizados mediante
la realizaciéon de ensayos de inhibicidn enzimatica, un enfoque
habitualmente recomendado para evaluar la efectividad de los extractos en
el tratamiento de enfermedades concretas y muy comunes en la sociedad,

tales como el Alzheimer o la diabetes.

Estudiar la biodisponibilidad de los polifenoles mediante la simulacién de

digestiones gastrointestinales in vitro.

Identificar y cuantificar el contenido inorganico en las especies

seleccionadas mediante ICP-MS.
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3. INTRODUCCION

Uno de los principales problemas de salud que comparten los paises
desarrollados es el incremento de las enfermedades crdnicas y neurodegenerativas
que padecen sus habitantes. Este hecho ha provocado en la comunidad cientifica
un interés general por encontrar factores que prevengan su aparicion.

Diversos estudios epidemioldgicos han demostrado que una dieta rica en
frutas y verduras puede prevenir o ralentizar la aparicién de estas enfermedades,
debido a la presencia de compuestos bioactivos en dichos alimentos. Los
compuestos bioactivos o también llamados fitoquimicos, son compuestos
beneficiosos para la salud, que aunque no son esenciales para nuestro organismo,
potencian la accién de otros nutrientes [1].

Entre estos compuestos bioactivos se encuentran los compuestos fendlicos
o polifenoles, un amplio grupo de compuestos con un elevado poder antioxidante,
capaz de prevenir los procesos degenerativos ocurridos en el organismo debido a

un exceso de radicales libres.

3.1. Caracteristicas y propiedades de los compuestos fendlicos

Existen aproximadamente mas de 200.000 compuestos quimicos
identificados procedentes de plantas de todo el planeta. Este gran ndimero de
compuestos producidos por las plantas se divide en dos grupos principales: los
metabolitos primarios y los metabolitos secundarios.

Los metabolitos primarios son compuestos que poseen papeles
fundamentales en el desarrollo de la planta, como son la fotosintesis, la respiracion
y el crecimiento. Estan constituidos por acidos grasos, aminoacidos, carbohidratos,

esteroides, nucledtidos y lipidos [2].
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Introduccion

Por otro lado, estdn los metabolitos secundarios. Estos no participan
directamente en los procesos respiratorios de las plantas, pero son esenciales para
su supervivencia ya que son sintetizados en respuesta a condiciones de estrés,
siendo los responsables de la defensa de las plantas, ademas de estar asociados a la
morfologia y a la absorcién de nutrientes. También se relacionan los metabolitos
secundarios con la reproduccion de las plantas; los colores que les proporcionan
actuan atrayendo a polinizadores y animales para dispersar las semillas [3-5].

Estos metabolitos secundarios son estructuralmente diversos y muchos de
ellos se distribuyen entre un nimero muy limitado de especies de plantas, lo que
conlleva a la individualidad de las especies, aunque en algunos casos pueden
encontrarse en altas concentraciones.

Los metabolitos secundarios pueden clasificarse en funciéon de sus rutas
biosintéticas en tres grandes grupos: los terpenoides, los metabolitos que
contienen nitrégeno y los compuestos fendlicos [2]. Este ultimo grupo, el de los
compuestos fendlicos o polifenoles, con origen en el mundo vegetal, son una clase
de metabolitos secundarios de bajo y medio peso molecular sintetizados durante el
desarrollo de la planta [6,7]. Desempefian un papel importante en el crecimiento y
reproduccion de las plantas, involucrados principalmente en la proteccion contra
patégenos, depredadores y otros factores, como la radiacién ultravioleta del sol
[8,9]. Ademads, contribuyen al color y a las caracteristicas sensoriales de los
vegetales, proporcionandoles diferentes sabores, aromas e incluso toques
astringentes [3,10,11].

Los polifenoles son los principales antioxidantes que forman parte de
nuestra dieta [12]. Se encuentran en casi todos los alimentos de origen vegetal,
como el té, el vino tinto, el aceite de oliva virgen, el cacao, la fresa, etc.,
constituyendo el grupo mds extenso de sustancias no energéticas presentes en los
alimentos vegetales [6]. Algunos polifenoles son pigmentos naturales, que ademas

de actuar como antioxidantes, aportan color y dan sabor a los alimentos, influyendo
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en la calidad, estabilidad y aceptabilidad de los mismos. En la Tabla 1 se muestran

las cantidades de fenoles totales presentes en algunas especies vegetales [13].

Tabla 1. Fenoles totales en diferentes muestras vegetales.

Vegetal Fenoles totales Vegetal Fenoles totales
(mg/100 g) (mg/100 g)
Ajo 81.2 Esparrago 64.0
Alcachofa 330.4 Espinaca 89.4
Apio 13.5 Pepino 18.9
Brocoli 109.5 Pimiento rojo 76.5
Calabacin 26.4 Pimiento verde 44.6
Chile rojo 158.1 Repollo 105.2
Coliflor 62.3 Zanahoria 14.6
Generalmente, los alimentos contienen una mezcla

compleja de

polifenoles, con concentraciones muy variables para un mismo alimento. Se estima

que la ingesta promedio de polifenoles es de 1 gramo al dia, lo que es 10 veces

mayor que la de vitamina C y 100 veces mayor que la de vitamina E. Factores

medioambientales como la luz y el grado de maduracion, el clima o factores

agrondmicos como la variedad o el cultivo, pueden afectar al contenido total de

polifenoles. Ademads, el grado de conservacidén, los habitos culinarios y la

biodisponibilidad en el organismo influirdn también en su contenido final

[6,12,14,15]. En la Tabla 2 se comparan habitos alimentarios de los consumidores

en la ingesta diaria de 5 raciones de frutas y hortalizas, obteniendo cantidades

finales de polifenoles muy diferentes [15].

31



Introduccion

Tabla 2. Diferencias en los habitos alimentarios del consumidor en la ingesta de
polifenoles de 5 raciones de frutas y hortalizas.

Variedad Ca.ntldad Variedad Ca.ntldad
Fruta/Verdura .. polifenoles .. polifenoles
Procedimiento Procedimiento
(mg) (mg)
Melocotén Snow king Flavor Crest
110 14
(una pieza) Sin pelar Pelado
Uva Napoledn Napoledn
50 5
(100 g) Sin pelar/con pepitas Pelada/sin pepitas
Naranja Navel Navel
400 100
(una pieza) Pelada/con albedo Pelada/sin albedo
Lechuga
Lollo rosso 300 Iceberg blanca 10
(100 g)
Espinaca
Cocinada microondas 120 Hervida 50
(100 g)
5 raciones al dia Total polifenoles 960 mg Total polifenoles 179 mg

El creciente interés de los ultimos tiempos hacia los polifenoles radica
principalmente en las diversas actividades bioldgicas y los efectos positivos que
presentan para la salud. Algunas de las caracteristicas que muestran estos
compuestos incluyen propiedades antioxidantes, antialérgicas, antiinflamatorias,
antiviricas y antibacterianas [12,16,17].

Los polifenoles centran su accion en la neutralizacién de especies reactivas
de oxigeno (reactive oxygen species, ROS) causantes de la oxidacion celular y el
estrés oxidativo, tales como el perdxido de hidrégeno o el radical anién superdxido.
La oxidacion celular es un mecanismo esencial en los procesos metabdlicos
celulares, producida por la generacidn de radicales libres al metabolizar el oxigeno
necesario para nuestra supervivencia. Un nivel equilibrado de radicales libres en el

organismo es normal. La problematica surge cuando estos radicales libres no se
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neutralizan de forma adecuada y aparece un desequilibrio, produciéndose una
excesiva exposicidon a especies oxidantes frente a una capacidad antioxidante
disminuida. Es aqui cuando aparece el estrés oxidativo, causante de enfermedades
cronicas [18].

Los polifenoles actuan capturando radicales libres para generar radicales
menos reactivos, en donde los electrones desapareados estan mas deslocalizados.
Ademas, algunos polifenoles pueden quelar iones metdlicos de transicidon, como el
hierro o el cobre, evitando asi la formacién de las ROS [6].

Los investigadores han avalado las propiedades bioldgicas de los
polifenoles, justificando sus efectos beneficiosos en la salud humana por el elevado
potencial antioxidante que presentan. Ademas, estudios epidemiolégicos aportan
cada vez mas evidencias y sugieren que la ingesta moderada a largo plazo de
compuestos fendlicos de origen vegetal puede mejorar la salud. Una dieta rica en
polifenoles esta relacionada con un menor riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas y respiratorias, arteriosclerosis, hipertension,
inflamaciones y diabetes, donde estan involucradas especies reactivas de oxigeno
[6,15,19-23].

Como consecuencia de la accion antioxidante, los polifenoles evitan o
retrasan la aparicién de muchas enfermedades crénicas. En el dmbito de las
enfermedades neurodegenerativas, los compuestos fendlicos estan relacionados
con la prevencién de dolencias como el Alzheimer o la esclerosis multiple [24,25].
También se relaciona la actividad bioldgica de los polifenoles con la prevencién de
algunos tipos de cancer (colon, mama, pulmén o prdéstata) [26,27]. Existen
compuestos fendlicos con actividad estrogénica (fitoestrégenos) y otros son
capaces de fijar metales y proteinas, afectando a su biodisponibilidad, produciendo
efectos diversos, como antimicrobianos [15].

Debido a todo este conjunto de propiedades, los extractos naturales ricos

en polifenoles se perfilan como posibles candidatos para ser utilizados en el
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desarrollo de nuevos productos en las industrias farmacéutica, alimentaria y

cosmética [12].

3.2. Clasificacion de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se caracterizan por tener al menos un anillo
aromatico con uno o mas grupos hidroxilo unidos, variando desde moléculas
fendlicas simples hasta compuestos altamente polimerizados [10,28]. Su
clasificacion depende del nimero y la disposicidon de los atomos de carbono de la
estructura basica y se pueden encontrar en forma libre (agliconas) o unidos con
moléculas de azlcar y acidos organicos [29]. En |la Tabla 3 se muestra la clasificacion

de los compuestos fendlicos en funcién de su estructura basica [30].

Tabla 3. Clasificacion de los compuestos fendlicos.

Numero de carbonos Estructura Clasificacion
6 cé6 Fenoles simples
7 c6-C1 Acidos fendlicos
8 C6-C2 Acetofenonas
8 C6-C2 Acidos fenilacéticos
9 C6-C3 Acidos hidroxicindmicos
9 C6-C3 Cumarinas
10 ce-c4 Naftoquinonas
13 C6-C1-Cé Xantonas
14 C6-C2-C6 Estilbenos
15 C6-C3-C6 Flavonoides
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Existen mas de 8.000 compuestos fendlicos identificados [31], pero en este
trabajo nos centraremos principalmente en los flavonoides y los acidos fendlicos, ya
que son los grupos de fenoles mas relevantes en las plantas de estudio. Ademas, se
prestard especial interés a los secoiridoides, una familia de compuestos fendlicos
presentes en plantas pertenecientes a la familia Oleaceae, a la cual pertenece la

Olea europaea L.

3.2.1. Flavonoides

Los flavonoides constituyen el mayor grupo de compuestos fendlicos,
englobando mas de 4.000 compuestos encontrados en alimentos vegetales [7,16].
La mayoria son pigmentos ampliamente distribuidos en el reino vegetal, cuyo
nombre deriva del latin “flavus” que significa amarillo [6]. Los flavonoides tienen
bajo peso molecular; se caracterizan por tener un esqueleto de 15 atomos de
carbono, distribuidos en una composicidn C6-C3-C6 (fenilbenzopirano), constituidos
de dos anillos aromdticos (A y B) unidos por un puente de tres carbonos,
normalmente en forma de un anillo heterociclico oxigenado (C). Los dtomos de
carbono individuales de los anillos A, B y C se numeran mediante un sistema que
utiliza nimeros ordinarios para los anillos A y C, y mediante nimeros primos para el

anillo B (Figura 1) [6,32,33].

Figura 1. Estructura de una molécula flavonoide.
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Dependiendo de la posicion del enlace entre el anillo aromatico (B) vy el
benzopirano (A+C), este grupo puede ser dividido en tres clases: (1) los flavonoides
(2-fenilbenzopiranos), (2) los isoflavonoides (3-fenilbenzopiranos) y (3) los
neoflavonoides (4-fenilbenzopiranos). En la Figura 2 se muestran sus estructuras
basicas [34]. Estos grupos generalmente comparten un precursor comun de

chalcona, por lo que estan relacionados biogenética y estructuralmente.

') O
oL 2 3 4
3
4
1 2 3

Figura 2. Clases de flavonoides.

El anillo heterociclico de tres carbonos (C) es el principal responsable de las
diferentes clases de flavonoides. Las variaciones en sus patrones de sustitucion
proporcionan las principales clases de flavonoides: flavonoles, flavonas, isoflavonas,
flavanonas, flavan-3-oles y antocianidinas [10]. Las variaciones en los anillos
aromaticos (A y B) dan lugar a los diferentes compuestos dentro de la clase de
flavonoides, debiéndose a sustituciones de oxigenacién, alquilacién, glicosilacién y
acilacion [6,10]. En la Figura 3 se muestran las estructuras basicas de las principales
clases de flavonoides.

Los flavonoides suelen almacenarse en las plantas unidos a una o mas
moléculas de azucar (denominandose glucésidos), generando una estructura mas
estable que en su forma libre (denominada aglicona). Estos glucésidos pueden
presentar enlaces O-glucésidos con los carbohidratos ligados a través de atomos de
oxigeno, o como C-glucdsidos con los carbohidratos ligados a través de enlaces

carbono-carbono, siendo los enlaces O-glucdsidos los mayoritarios. En los enlaces
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O-glucdsidos, los residuos de azucar normalmente estan unidos a grupos 3, 7 o 4-

hidroxilo, mientras que para los C-glucdsidos, estan unidos a C-6 o C-8 [6,35].

(o}

o o
OH le)

(o]

o
Flavonol Flavona Isoflavona
+
O O 0%
OH Z
o
Flavanona Flavan-3-ol Antocianidina

Figura 3. Estructura basica de las principales clases de flavonoides.

El nimero de flavonoides presentes en las plantas, verduras y frutas
depende de muchos factores. Algunos de estos factores son la variedad de las
especies, las condiciones climaticas, parte de la planta, el cultivo y el grado de
madurez. Ademdas su posterior cocinado o almacenamiento también pueden
provocar alteraciones en su cantidad [30].

La mayoria de los flavonoides presenta una coloracién entre amarilla y roja.
Este hecho se debe a la presencia de cromdforos conjugados presentes en las
moléculas, siendo los responsables de la gama de colores que presentan flores,
frutas y semillas. Pero no solo son responsables del color, sino que también
participan en el sabor de los alimentos [30].

A continuacidn se detallan las principales clases de flavonoides existentes.
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3.2.1.1. Flavonoles

Los flavonoles son los flavonoides mas abundantes, encontrados en un
rango amplio de plantas, frutas, vegetales y tés. Se caracterizan por tener una
cadena insaturada de 3 carbonos con un doble enlace entre C-2 y C-3 y por la
presencia de un grupo hidroxilo en la posicidn 3 (Figura 3). La conjugacién ocurre
principalmente en las posiciones 5 y 7 del anillo aromatico A, aunque también
pueden darse en las posiciones 3’, 4’y 5'.

Los flavonoles generalmente suelen mostrar coloracién rojiza. Estan muy
presentes en la dieta, siendo los principales compuestos la quercetina, la miricetina,
la isorhamnetina y el kaempferol, presentes en verduras, semillas, especias y

productos lacteos [7,30].

3.2.1.2. Flavonas

Las flavonas son muy similares estructuralmente a los flavonoles con un
doble enlace entre C-2 y C-3, pero carecen del grupo hidroxilo en la posiciéon 3
(Figura 3). Las flavonas presentan una gran variedad de sustituciones como la
hidroxilacion, O- y C-alquilacion, metilacion y glicosilacién [36]. Las conjugaciones
mas comunes son la O-glicosilacion en la posicién C-7 y las posiciones C-6 y C-8 para
la C-glicosilacién [37].

En general, presentan coloracion rojiza, siendo la apigenina y la luteolina las
principales flavonas que se encuentran en la dieta, procedentes principalmente de

fuentes comestibles como el perejil y el apio, cereales y pastas [30,36].

3.2.1.3. Isoflavonas

Las isoflavonas tiene el anillo aromatico B unido por la posicidon C-3 en lugar
de la posiciéon C-2, como en el caso de las flavonas (Figura 3). La O-glicosilacién

ocurre con grupos de azlcar unidos preferentemente a la posicion 7 del anillo
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aromatico A. Con respecto al tipo de sustitucion en los carbonos C-5 y C-6, se
conocen tres agliconas de isoflavona principales: la daidzeina, la genisteina y la
gliciteina [16,38].

Las isoflavonas estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal, pero se
encuentran en niveles mas elevados solo en las plantas de la familia Leguminosae,

como la soja [39].

3.2.1.4. Flavanonas

Este tipo de flavonoide es caracterizado por la ausencia del doble enlace
entre los carbonos C-2 y C-3 del anillo C, dando un carbono asimétrico (C-2) como
centro quiral (Figura 3). La hidroxilacién, glicosilacion y metilacion son tipos
normales de sustitucion en la posicién 7 de las agliconas de flavanona.

Las flavanonas tienden a ser incoloras, blancas o grisaceas. Se encuentran
principalmente en frutas del género Citrus, donde pueden alcanzar altas
concentraciones. Las principales flavanonas (ambas en forma glucésida) son la
naringina, muy presente en el pomelo, y la hesperidina en la naranja dulce, el limdén

y la lima [30,40,41].

3.2.1.5. Flavan-3-oles

Es el tipo mas complejo de flavonoides, variando desde simple mondémeros
como la (+)-catequina y su isdmero la (-)-epicatequina con grupos hidroxilo en los
carbonos C-3, C-5, C-7, C-4’ y C-5’, hasta las proantocianidinas oligoméricas y
poliméricas, formadas por polimeros de flavan-3-oles. En la Figura 3 puede
observarse la estructura basica de esta clase de flavonoides.

Los flavan-3-oles y las flavanonas son moléculas de baja polaridad debido al
enlace saturado entre los carbonos C-2 y C-3 del anillo C. Estos dos carbonos

asimétricos producen cuatro isdmeros para cada hidroxilacién del anillo B.
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Estos compuestos no presentan formas glicosiladas en los alimentos pero
pueden ser hidroxiladas, formando gallocatequinas, compuestos con un grupo
hidroxilo mas que las catequinas en la posicién C-3’. Las fuentes principales de
flavan-3-oles son el té verde, asi como algunas frutas, vegetales, el vino tinto y el

chocolate [30,36].

3.2.1.6. Antocianidinas

Las antocianidinas son los pigmentos mas importantes que presentan los
alimentos vegetales. Son los responsables de los colores rojo, morado y azul,
ampliamente distribuidos en frutas rojas, como las bayas, uvas y cerezas [42].

Las antocianidinas presentan siempre un azucar en la posicién C-3 y
frecuentemente en las posiciones C-5 y C-7, C-3' y C-5" (Figura 3). Cuando la
aglicona se conjuga con una o mas unidades de azlcar, se denominan antocianinas
[71.

Las antocianidinas mas importantes encontradas en plantas son la cianidina
(con colores que van del rojo al magenta), la pelargonidina (entre el naranja y el
rojo) y la delfinidina (entre el magenta y el purpura), presentes en frutas, verduras,

semillas, legumbres, cereales y pastas [30,43].

3.2.2. Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos son compuestos no flavonoides formados por un solo
anillo fendlico. Su clasificacion viene determinada por dos grupos: los acidos
hidroxibenzoicos y los acidos hidroxicinamicos, que se derivan de moléculas no
fendlicas de acido benzoico y acido cindmico, respectivamente. En la Figura 4 se
muestran las estructuras basicas de estos dos grupos. Los dacidos fendlicos
constituyen aproximadamente un tercio de los compuestos fendlicos en la dieta

[16].
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OH X OH

HO

Acido hidroxibenzoico Acido hidroxicindmico

Figura 4. Estructura basica de los acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos.
3.2.2.1. Acidos hidroxibenzoicos

La estructura basica de los acidos hidroxibenzoicos es C6-C1 (Figura 4).
Incluyen acidos importantes como el galico, gentisico, salicilico, vanilico, siringico y
p-hidroxibenzoico [30,44].

El principal compuesto de este grupo es el acido galico, presente en una
gran variedad de tés, el cual puede ser convertido en acido elagico, convirtiéndose
asi en la estructura basica de los taninos hidrolizables. Estos taninos (galotaninos y
elagitaninos) son comunes en frutas como la fresa, frambuesa y mora [45]. Las
principales fuentes alimenticias de acidos hidroxibenzoicos son las frutas, verduras,
tés y cereales, aunque generalmente su contenido suele ser muy bajo [30,36].
Ejemplos de ello son el acido gentisico, presente en los citricos, las uvas, el tomate,
la berenjena, el meldn y el pepino, y el acido salicilico, encontrado en el albaricoque

y el arandano.

3.2.2.2. Acidos hidroxicindmicos

La estructura general de los acidos hidroxicinamicos es C6-C3, con un doble
enlace en la cadena lateral, pudiendo ofrecer configuracién cis o trans (Figura 4).
Los acidos mas comunes de este grupo son el cafeico, p-cumarico, ferulico y
sinadpico, representando los dos primeros entre el 75% y el 100% del contenido total

de acidos hidroxicinamicos encontrados en las frutas. El acido cafeico esta presente
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principalmente en café, arandano, pera, manzana y naranja. El acido p-cumarico
aparece en bayas, cerezas y uvas, mientras que el grano de trigo es rico en acido
ferulico [16,30].

Los 4cidos hidroxicinamicos se encuentran en la naturaleza en mayor
cantidad y diversidad que los acidos hidroxibenzoicos, estando presentes en una
amplia variedad de alimentos como las legumbres, los cereales, el café y las frutas

[16,30,46].

3.2.3. Secoiridoides

Los iridoides son un grupo de metabolitos secundarios pertenecientes al
grupo de los monoterpenos. Estan formados por una estructura de 10 carbonos
denominada iridano, donde su fusién con un heterociclo de oxigeno recibe el
nombre de iridoide. Estos compuestos pueden encontrarse en la naturaleza en
estructuras cerradas (iridoides) o en estructuras abiertas (secoiridoides), formadas
por la rotura del enlace entre los carbonos C-7 y C-8 del metilciclopentano [47,48].

En la Figura 5 pueden observarse las estructuras citadas.

CH,;
CH,;
CH, o
H,C
Secoiridoide
CH, CH
7 8 3
H,;C CH,;
Iridano
(0]
H;C
Iridoide

Figura 5. Estructura basica de los iridoides y secoiridoides.
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Los secoiridoides son uno de los grupos de fenoles mas habitualmente
encontrados en los frutos de las distintas variedades de Olea europaea L.
(aceituna). Se trata de compuestos fendlicos que suelen presentarse en forma
glicosidica, es decir, unidos a azlicares como la glucosa o la ramnosa. La oleuropeina
es el compuesto principal que presentan estos frutos. Es un compuesto amargo
responsable en gran medida de la actividad antioxidante de las aceitunas. Procede
del éster del acido elendlico con el hidroxitirosol, un fitoquimico con importantes
propiedades antioxidantes [48]. En la Figura 6 se muestra la estructura de la

oleuropeina y el origen de cada una de sus partes [49].

Glucosa
Acido elenélico
Hidroxitirosol

Figura 6. Estructura de la oleuropeina.

3.3. Rutas biosintéticas y biodisponibilidad de los compuestos

fenolicos

3.3.1. Rutas biosintéticas

Los compuestos fendlicos derivan de una compleja red de rutas
biosintéticas [50,51]. Veremos a continuacién estas rutas para las tres clases de

fenoles descritos anteriormente.
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3.3.1.1. Flavonoides

Los precursores de la estructura de los flavonoides proceden por una parte
de la ruta fenilpropanoide, con el 4-cumaroil coenzima A, y de otro lado de tres
moléculas de malonil coenzima A. La reaccién de ambas partes, catalizada por la
enzima chalcona sintasa, da lugar a naringenina chalcona. La conversidn de este
compuesto a naringenina mediante la accién de la enzima chalcona isomerasa es
considerado el eje central de la ruta biosintética de los flavonoides. De este punto,
mediante diversas reacciones enzimadticas, surgen las diferentes clases de
flavonoides existentes (flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavan-3-oles y
antocianidinas) [30,51,52]. Un esquema general de la biosintesis de los principales
flavonoides se muestra en la Figura 7 [51,53]. Las enzimas que participan en esta
biosintesis son: chalcona sintasa (CHS), chalcona isomerasa (CHI), flavanona 3-
hidroxilasa (F3H), flavonoide 3'-hidroxilasa (F3'H), flavonoide 3'5'-hidroxilasa
(F3'5'H), flavonol sintasa  (FLS), dihidroflavonol  4-reductasa  (DFR),
leucoantocianidina reductasa (LAR), leucoantocianidina dioxigenasa (LDOX), UDP

glucosa: flavonoide 3-0O-glucosil transferasa (UFGT), O-metiltransferasa (OMT).
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Figura 7. Esquema general de la biosintesis de los flavonoides.
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3.3.1.2. Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos son sintetizados a partir de la ruta del acido shikimico
mediante la L-fenilalanina. Este aminoacido, de vital importancia, es el precursor
comun para la mayoria de los compuestos fendlicos en las plantas. A partir de la L-
fenilalanina da comienzo la via de los fenilpropanoides. En ella, se producen
reacciones enzimaticas consecutivas, en donde la desaminacién, hidroxilacion y
metilaciéon son los tres tipos de reacciones involucradas en la formacién de los
acidos fendlicos. Se forman asi el acido cinamico, el acido p-cumarico y el
compuesto 4-cumaroil coenzima A. El cido cindamico también se puede metabolizar
a acido benzoico, resultado de la degradacion de su cadena lateral, vy
posteriormente a acido p-hidroxibenzoico, entre otros. El 4cido p-cumarico también
se metaboliza a través de diferentes reacciones a acido cafeico, acido ferulico y
acido sinapico. El compuesto 4-cumaroil coenzima A es de gran importancia, ya
gue, como hemos visto en el anterior, es el encargado de dirigir la sintesis de los
flavonoides [30,50]. En la Figura 8 se muestra un esquema general de la biosintesis
de los acidos fendlicos [50]. Las enzimas que participan en esta biosintesis son:
fenilalanina amonio liasa (PAL), oxidasa (Ox), acido benzoico 4-hidroxilasa (B4H),
acido p-hidroxibenzoico 3-hidroxilasa (pHB3H), acido protocatecuico 3-O-
metiltransferasa (P3OMT), acido vanilico 5-hidroxilasa y 4cido vanilico 5-O-
metiltransferasa (V5H/V50MT), acido protocatecuico 5-hidroxilasa (P5H), acido
cindmico 4-hidroxilasa (C4H), acido p-cumarico 3-hidroxilasa (pC3H), acido cafeico
3-O-metiltransferasa (COMT-1), acido ferulico 5-hidroxilasa y acido cafeico/5-

hidroxiferulico O-metiltransferasa (FSH/COMT-1), 4-cumarato: CoA ligasa (4CL).
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Figura 8. Esquema general de la biosintesis de los acidos fenélicos.
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3.3.1.3. Secoiridoides

La biosintesis de los iridoides comienza con el acido mevaldnico,
conociéndose para la familia de las oledceas la ruta que conduce desde el iridodial
hasta el acido deoxiloganico, el cual es el precursor de muchos iridoides y
secoiridoides [54].

Inicialmente, el iridodial es generado con la formacién de un anillo de
pirano. El iridodial sufre oxidacion, lo que conlleva su conversidn a iridotrial. Ambos
son intermediarios clave en la biosintesis de numerosos iridoides. Los iridoides
naturales suelen encontrarse glicosidados, por lo que la forma hemiacetal del
iridotrial se transforma en acetal, originando la aparicidn del acido deoxiloganico.
Este paso es fundamental en la biosintesis de los secoiridoides. Una nueva
oxidacion conduce a loganina, en donde la ruptura del enlace C7-C8 produce el
compuesto secologanina, considerado el precursor en la obtencién de los
secoiridoides [55]. En la Figura 9 se muestra un esquema simplificado de la ruta

biosintética que tiene lugar en las oleaceas [47,54].

CH;, CHO
X X
“\\\OH —_— —_—
Hooc\>\/\0H 0 0
H,C OH H4C OH

Acido mevalénico Iridodial Iridotrial
CHO COOMe COOMe COOH
X
«—— HO —
o
CH, OGlc HyC 0Glc 0Glc
Secologanina Loganina Acido deoxiloganico

Figura 9. Ruta biosintética en oleaceas. Glc: glucosa.
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3.3.2. Biodisponibilidad

Para que los compuestos fendlicos ejerzan sus propiedades beneficiosas en
el organismo, deben alcanzar el tracto gastrointestinal, absorberse en él y ser
transportados por el torrente sanguineo para llegar hasta los drganos vy los tejidos
[56-58].

Durante la digestién, los compuestos fendlicos sufren diversas
transformaciones que afectan a su biodisponibilidad [56,59]. La biodisponibilidad
de un compuesto incluye su digestion gastrointestinal, absorcién, metabolismo,
distribucidn y bioactividad. La bioaccesibilidad y la bioactividad son los factores mas
importantes que determinan la biodisponibilidad de wuna sustancia. La
bioaccesibilidad se refiere a la cantidad de un compuesto que se libera de la matriz
alimentaria durante la digestion y esta disponible para la absorcién. La bioactividad
es el efecto fisiolégico especifico que se experimenta (antioxidante,
antiinflamatorio, etc.) tras la absorcidon de un compuesto [28,59].

Por tanto, la determinacion del contenido fendlico directamente desde un
alimento no es suficiente para predecir sus posibles efectos en el organismo, ya que
los metabolitos formados a partir de los compuestos fendlicos serdn diferentes de
sus compuestos originales durante el proceso de digestion [28,56].

La digestion comienza en la boca, donde la masticacién y la accién de la
saliva liberan los componentes alimenticios. Esta fase es importante, puesto que la
disminucién del tamafio de particula aumenta el area de contacto disponible para
el ataque por enzimas digestivas, produciéndose una mejor digestion. Llegados al
estdmago, los compuestos fendlicos no se ven demasiado afectados. En cambio, al
llegar al intestino delgado, éstos sufren modificaciones importantes (hidrélisis,
oxidacion, degradacion, etc.) [57,59,60].

Existen diversos factores que determinan en gran medida la absorcién de
los compuestos fendlicos, como son la matriz alimentaria, el tamafio molecular, la

solubilidad y la dosis ingerida, entre otros. Por esta razén, mientras que las
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agliconas y algunos acidos fendlicos simples se pueden absorber directamente en el
intestino delgado, los compuestos fendlicos con estructuras grandes vy
polimerizadas no se absorben facilmente. Atendiendo a este criterio, los
compuestos fendlicos mds abundantes en la dieta no tienen por qué ser
necesariamente los que presenten una mayor biodisponibilidad [28,56].

La primera fase en el metabolismo de los compuestos fendlicos consta de la
ruptura y liberacidn del resto de aglicona para su absorcién. Sin embargo, solo
entre el 5-10% de los compuestos fendlicos son absorbidos en el intestino delgado.
La mayoria de los compuestos llegan al colon, y es aqui donde la microbiota los
somete a un intenso metabolismo antes de la absorcion [58,61].

Las moléculas absorbidas experimentan transformaciones en una segunda
fase. Los nuevos procesos ocurren principalmente en el higado (metilacion,
glucuronidacion, etc.). Tras esto, los metabolitos se transfieren al torrente
sanguineo y llegan a los tejidos, donde pueden ejercer sus efectos beneficiosos.
Finalmente, los compuestos fendlicos son expulsados a través de la orina y las
heces [58,61]. En la Figura 10 se puede observar un esquema del procesamiento de

los compuestos fendlicos en la digestion [62].

[ POLIFENOLES ]

Tejidos

v A

Intestino delgado

Higado

y 7

Intestino grueso

VL v

Figura 10. Metabolismo de los polifenoles en la digestidn.
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» Modelos para la simulacion de la digestion gastrointestinal

Existen métodos para determinar la biodisponibilidad y la bioaccesibilidad
de los componentes alimentarios que implican modelos in vivo (en animales y
humanos) e in vitro [63]. Son modelos gastrointestinales que intentan reproducir
las mismas condiciones fisioldgicas producidas en la boca, el estémago y en el
intestino delgado, y ocasionalmente en el intestino grueso [59]. La simulacién de la
digestion se realiza bajo condiciones controladas de temperatura, pH, tiempo vy
concentraciones de reactivos, entre otros, empleando enzimas digestivas
comerciales, como la pepsina [57].

e Los modelos in vivo proporcionan resultados mdas precisos, pero son
procesos largos y costosos; ademas conllevan restricciones éticas, por lo
que su uso es limitado [57]. Por esta razén, se han desarrollado
procedimientos in vitro que permitan predecir la actuacién de los
compuestos fendlicos durante la digestidn [63].

e Los modelos de digestidon in vitro simulan el comportamiento de los
componentes de los alimentos durante una digestidon gastrointestinal. Son
ensayos rapidos, econdmicos y no estan sujetos a restricciones éticas [64].
Estos métodos simulan un ndmero limitado de parametros de la digestion
fisiolégica y no imitan los procesos fisicos tales como la hidratacidn, la
mezcla o la peristalsis. A pesar de las limitaciones que presenta, se obtienen
tendencias similares en la digestion de los compuestos fendlicos
comparando los modelos in vivo e in vitro [65].

A su vez, los modelos in vitro pueden ser divididos en dos categorias: a)
modelos estéticos, donde los productos de la digestion permanecen
mayoritariamente inmodviles y no simulan procesos fisicos, como el
cizallamiento o la mezcla; b) modelos dindmicos, que introducen procesos
fisicos y mecdanicos, ademas de cambios temporales para simular las

condiciones reales. Sin embargo, los modelos dindmicos son mds costosos y
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complicados que los modelos estaticos, por ello éstos ultimos son los mas
utilizados para estudiar la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos
[57,59]. En la presente Memoria de investigacion se ha utilizado un modelo
de digestion gastrointestinal in vitro estatico, conformado por un bafio
termostatizado con agitacidn constante y diferentes soluciones simuladas
preparadas en el laboratorio de saliva y jugos gastrico, duodenal y biliar,
para determinar la biodisponibilidad de los polifenoles en las muestras de

estudio.

3.4. Andlisis de muestras vegetales

En este apartado se describe cémo se lleva a cabo el andlisis y caracterizacién
de los compuestos fendlicos, asi como el analisis del contenido inorganico de las

muestras vegetales que se han estudiado en los distintos trabajos de esta Memoria.

3.4.1. Caracterizacion y cuantificacion de compuestos fendlicos

El andlisis y la determinacidon de los compuestos fendlicos presentes en
muestras vegetales generalmente se basa en un procedimiento que incluye
diversas etapas. Tras llevar a cabo las etapas de pretratamiento necesarias, se
procede a la extraccion de los compuestos de las muestras. Tras esta fase, se
preconcentran los compuestos fendlicos y se realiza la limpieza (clean-up) de los
extractos para eliminar posibles interferencias. En un siguiente paso, el proceso se
enfoca en la caracterizacién y cuantificacion de los compuestos fendlicos, para
finalmente determinar sus propiedades bioactivas (antioxidantes, antiinflamatorias,
etc.) [66]. Para llevar a cabo todo este transcurso de etapas es necesario emplear

diversas metodologias y equipamiento cientifico como veremos a continuacion.
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3.4.1.1. Tratamiento de muestra

La preparacion y extracciéon de los compuestos fendlicos va a depender
generalmente de la matriz de la muestra. Las muestras han de ser seleccionadas y
recogidas cuidadosamente. Para evitar que los polifenoles se degraden, las
muestras frescas deben llevarse a temperaturas muy bajas, con la posibilidad de
realizar un secado (liofilizacion), molienda y homogeneizacién antes del proceso de
extraccion [67]. En la Figura 11 se muestra una fotografia del liofilizador utilizado
para llevar a cabo el secado de las muestras vegetales estudiadas para esta

Memoria.

Figura 11. Liofilizador Lyoquest-55 ECO (Telstar).

Para separar los compuestos fendlicos de otras sustancias existentes en la
matriz de las muestras se lleva a cabo una extraccidn. Los objetivos principales de
esta etapa son obtener un elevado rendimiento en la extraccién y evitar la
destruccién o modificacién de los compuestos. De esta manera se obtiene un
extracto rico en polifenoles, disponibles para posibles aplicaciones farmacéuticas o
nutracéuticas [7,17,68]. El método de extraccion de compuestos fendlicos mas
utilizado es la extraccidn sélido-liquido, debido a su alta eficiencia, amplio rango de

aplicacion y facil manipulacion [5].
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Los disolventes mas empleados para la extracciéon de los compuestos
fendlicos son el etanol, el metanol, el acetato de etilo y la acetona. También se
utiliza la combinacidn de los anteriores disolventes con proporciones variables de
agua, obteniendo una mayor eficacia en la extraccién cuando se utilizan las mezclas
alcohol-agua [17,67,69]. Durante el proceso de extraccion existen algunos
parametros que han de ser tenidos en cuenta, ya que tienen influencia directa en el
rendimiento de la extraccién. Algunos de estos parametros son la temperatura, el
tiempo de extraccidn, la eleccién del disolvente, las repeticiones y el tamafo de
particula [67]. Un incremento de la temperatura y del tiempo de extraccion
generalmente producen extracciones con mayores rendimientos; sin embargo, en
el caso de los compuestos fendlicos, el incremento de ambos parametros puede
producir la degradacién de los polifenoles [67].

El principal inconveniente de algunos tipos de extraccion sélido-liquido es la
duracion de la misma, alcanzandose tiempos muy largos, como ocurre por ejemplo
en la maceracion [17]. Es por ello que en la actualidad las extracciones se suelen
llevar a cabo asistidas por ultrasonidos, por microondas, con fluidos supercriticos y
con liquidos presurizados [10,17,67]. De esta forma, se disminuye la cantidad de
disolventes requeridos y/o se minimiza el tiempo de extraccién.

A continuacidn se detallan los tipos de extraccion sdlido-liquido mas
comunes, siendo la extraccién sélido-liquido asistida por ultrasonidos la empleada

en el desarrollo de esta Memoria.

» Extraccion asistida por ultrasonidos

Es un método sencillo, rapido, eficiente y relativamente econdémico. La
radiacion ultrasdnica facilita la extraccion de los compuestos organicos e
inorganicos del interior de matrices sdlidas utilizando disolventes liquidos [67]. Las
ondas ultrasénicas provocan la ruptura de la pared celular, liberando su contenido y

facilitando la transferencia de masa desde la matriz al disolvente, resultando una
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técnica muy eficiente [70]. En la Figura 12 se observa el sonicador por sonda
utilizado en el procedimiento de extraccién de los compuestos fendlicos durante

este trabajo.

Figura 12. Sonicador por sonda, Qsonica (Sonicator).

» Extraccion asistida por microondas

La extraccién asistida por microondas es un método bastante utilizado para

la extraccion de compuestos fendlicos. Emplea tiempos de extraccién muy cortos,
pequefias cantidades de disolventes y los rendimientos son elevados. Las
radiaciones no ionizantes de las microondas inducen movimientos moleculares que
provocan el calentamiento de la muestra. De este modo, las células vegetales
pierden humedad por evaporacién; el vapor generado hincha las células y produce

su ruptura, liberando sus componentes activos al disolvente [67].

» Extraccién con fluidos supercriticos

Los métodos que emplean fluidos supercriticos son una alternativa a los

métodos convencionales de extraccion con disolventes bastante respetuosa con el
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medio ambiente, ya que evitan el uso de grandes cantidades de disolventes toxicos.
Ademas, son extracciones rapidas y automatizables, en donde la ausencia de luz y
aire durante la extraccion reduce la posible degradacion de los compuestos [10].
Emplean disolventes que, cerca de sus puntos criticos (alta presidon y temperatura),
cambian rapidamente sus propiedades con una ligera variacién de la presion, lo que
permite altas tasas de transferencia de masa [10]. El CO; es el fluido supercritico
mas utilizado. Tiene una toxicidad baja, es quimicamente estable, no es inflamable,
es econdmico y no produce tensidn superficial [71]. Al ser una molécula no polar, al
CO; se le afaden pequefas cantidades de modificadores organicos, como el
metanol, para mejorar la extraccién de los compuestos fendlicos [5]. La principal
desventaja de la extraccion con fluidos supercriticos es el alto precio del

equipamiento [67].

» Extraccién con liquidos presurizados

La extraccién con liquidos presurizados es un método avanzado con
respecto a los procesos de extraccién convencionales. Emplea disolventes de
extraccién a altas presiones y temperaturas, aunque siempre por debajo de sus
puntos criticos, de modo que el disolvente se mantiene en su estado liquido
durante todo el proceso de extracciéon [66,72]. Con estas condiciones, las
propiedades fisicoquimicas del disolvente varian, haciendo que su tensidon
superficial y viscosidad aumenten, a la vez que la solubilidad de los analitos
aumenta. De esta manera, el disolvente se introduce mas facilmente en la matriz
solida de la muestra, obteniendo altos rendimientos de extraccion. Ademas, al ser
un método automatizado casi por completo, la reproducibilidad es mejorada en

comparacion con métodos convencionales [72].

Al finalizar la etapa de extraccién, en la mayoria de las ocasiones es

necesaria una etapa post-extraccién. Es un paso importante en donde se emplean
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técnicas sencillas para preconcentrar los compuestos fendlicos y eliminar
interferencias en los extractos. Normalmente se emplean la centrifugacién, la
filtracidn, la evaporacion, la hidrdlisis y la derivatizacidn, entre otras. Un ejemplo es
el caso de las muestras oleaginosas. En ellas se utiliza la centrifugacién para realizar
sucesivos lavados del extracto con hexano, eliminando asi los restos de aceite que
aun puedan quedar retenidos [73]. Finalmente, el extracto se preconcentra y queda
preparado para su posterior andlisis. En la Figura 13 se muestra el evaporador

rotativo utilizado.

Figura 13. Evaporador rotativo, Hei-VAP (Heidolph).

3.4.1.2. Andlisis de compuestos fendlicos

La caracterizacidon de la composicion fendlica de una muestra es llevada a
cabo tras la separacion y aislamiento de sus compuestos individuales. Existen varias
técnicas desarrolladas para la cuantificacion de compuestos fendlicos en plantas
como son la resonancia magnética nuclear, la electroforesis capilar, la

cromatografia, la espectrofotometria, entre otros [7].
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En este trabajo nos centraremos en la espectrofotometria ultravioleta-
visible (UV-Vis) y en las técnicas cromatograficas, por ser las técnicas que han sido
utilizadas para la identificacion y cuantificaciéon de los compuestos fendlicos en las

muestras de estudio de la presente Memoria.

7

<+ Espectrofotometria UV-Vis

Se trata de una de las técnicas analiticas mas populares por su versatilidad y
capacidad para detectar moléculas, ya que la mayoria de éstas tienen su maximo de
absorcion en el rango de longitud de onda del UV-Vis. La zona del espectro de la
radiacion UV se extiende desde 100 a 400 nm y para la zona del espectro visible
desde 400 a 700 nm. En la Figura 14 se puede observar el espectro

electromagnético.

1012 m 10%m 107 m 10°m 102 m 103 m

Rayos Rayos Rayos Rayos
Gamma X uv IR

Microondas | Radio

P il 7 _Luz visible -

400 nm 700 nm

Figura 14. Espectro electromagnético.

Las moléculas pueden absorber energia luminosa y almacenarla en forma
de energia interna. En base a esto, el principio de la técnica consiste en la
promocién de electrones que se produce desde el orbital molecular ocupado mas
alto (HOMO) al menor orbital molecular desocupado (LUMO) cuando la luz es
absorbida por una molécula. De esta manera, la molécula es promovida a un estado

energético mas excitado. La diferencia de energia entre el HOMO y el LUMO
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coincide con la energia del foton. Cada molécula tiene una serie de estados
excitados que la distingue del resto de moléculas. Asi, moléculas con estructuras
guimicas diferentes tienen energias y espectros de absorcion diferentes.

Esta técnica permite determinar la concentracién de un compuesto en
solucidn. Las moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas y esta cantidad
de luz absorbida va a depender de forma lineal de la concentracién. Para realizar
esta determinacidn, en el espectrofotémetro, que es el instrumento empleado en la
espectrofotometria UV-Vis para medir la intensidad de luz que pasa a través de la
muestra, se selecciona la longitud de onda para que pase por la solucién. De esta
manera puede medirse la cantidad de luz absorbida por la misma y conocer su
concentracion. La relacion entre la absorbancia y la concentracion de un cromadforo

en solucidn viene expresada por la ley de Lambert-Beer:
I
A=log—=¢-b-c
Io

En donde A es la absorbancia; I e I, son las intensidades saliente y entrante,
respectivamente; € es el coeficiente de extincion molar; b es la longitud de la celda;
c es la concentracion.

Las partes basicas de un espectrofotometro UV-Vis son la fuente de luz, una
rejilla de difraccién o monocromador para separar las longitudes de onda de la luz,
el soporte para la muestra y un detector. Estos equipos para abarcar todo el rango
del espectro UV-Vis utilizan una l[dmpara de deuterio para la zona del ultravioleta y
una lampara de tungsteno para la zona del visible. Para el soporte de las muestras
se emplean cubetas espectrofotométricas fabricadas en plastico, vidrio o cuarzo
(transparente a la luz UV). Ademas, los espectrofotdmetros pueden ser de un haz o
de doble haz. Cuando son de haz Unico, toda la luz pasa a través de la celda de
muestra. En cambio, si son de doble haz, la luz se divide en dos haces, en donde un
haz pasa a través de la muestra y el otro se utiliza como referencia. En la Figura 15
se muestra un esquema general con los componentes fundamentales de un

espectrofotdmetro UV-Vis.
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Lampara Monocromador Muestra

Figura 15. Esquema de un espectrofotometro UV-Vis.

En la Figura 16 se observa una imagen del espectrofotémetro UV-Vis
empleado en el andlisis de los diferentes ensayos espectrofotométricos en las

muestras de estudio de este trabajo.

Figura 16. Espectrofotometro UV-Vis 4201/50 (Zuzi Spectrophotometer).

Entre los métodos espectrofotométricos UV-Vis utilizados en el desarrollo
de esta Memoria se encuentran: capacidad antioxidante de los compuestos
fendlicos mediante ensayos in vitro y ensayos para determinar la actividad de
inhibicién enzimatica (desarrollados en los apartados 3.5. y 3.6., respectivamente),
contenido total de fenoles y contenido total de flavonoides. Los dos ultimos se

explican a continuaciéon. Ambos son métodos sencillos, econdmicos, reproducibles y
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rapidos, empleados como ensayos espectrofotométricos de rutina para realizar una
estimacion de los compuestos fendlicos presentes en las muestras vegetales
[67,68]. El inconveniente de estos métodos es que no son especificos y se ven
afectados por otros compuestos, como azlcares y vitaminas, por lo que en el
estudio de compuestos fendlicos podria producirse una sobreestimacidon en los
valores obtenidos. Ademas, estos ensayos no cuantifican los compuestos fendlicos

de manera individual [10,17].

> Contenido total de fenoles (TPC)

El ensayo TPC se basa en la reduccién del reactivo de Folin-Ciocalteu por los
compuestos fendlicos presentes en las muestras vegetales, solo bajo condiciones
alcalinas, empleando para ello una solucién de ajuste de carbonato sddico a pH 10
[68,74]. El reactivo de Folin-Ciocalteu estd compuesto por una mezcla de tungstato
de sodio, molibdato de sodio, acido clorhidrico concentrado, acido fosférico y agua,
al que se agrega sulfato de litio para dar el color amarillo intenso caracteristico de
este reactivo. La naturaleza quimica exacta del reactivo de Folin-Ciocalteu se
desconoce, pero se cree que estd compuesto por complejos de 4cido
fosfomolibidco y acido fosfotungstico, que en presencia de compuestos fendlicos,
se reduce para formar un croméforo de color azul con una absorcién maxima
alrededor de 760 nm [68,74]. Una simplificaciéon de la reaccidn que tiene lugar se

muestra en la Figura 17 [75].

OH O
Reactivo Reactivo
Folin-Ciocalteu + e + | Folin-Ciocalteu
(W6, Mo®) (W5*, Mo5)

Figura 17. Reaccion de reduccidn del reactivo de Folin-Ciocalteu causado por la oxidacion
de compuestos fendlicos.
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Normalmente, en este ensayo se usa el acido gdlico como estandar de
referencia [17]. La Figura 18 muestra el ensayo TPC con diferentes concentraciones
de acido galico, donde se observa un aumento en la intensidad del color a medida

gue aumenta la concentracion del patrén.

Figura 18. Recta de calibrado de acido galico (0-400 ppm) utilizada en un ensayo de TPC.

Este método no es especifico para la determinacién de compuestos
fendlicos, ya que otros compuestos no fendlicos con propiedades reductoras
también pueden reaccionar. A pesar de esto, existe una alta correlacion entre los
resultados obtenidos por TPC y los obtenidos por otros ensayos de capacidad
antioxidante, lo que hace que el método de Folin-Ciocalteu sea un ensayo de rutina

conveniente, ademas de facil y reproducible [74,76].

» Contenido total de flavonoides (TFC)

El TFC consiste en un ensayo espectrofotométrico basado en la formacion
de complejos de aluminio con los flavonoides presentes en las muestras vegetales,
en el rango de medicidn de 410-423 nm [67]. Se trata de uno de los procedimientos
mas utilizados en la determinacion del contenido total de flavonoides. Para llevarlo
a cabo es necesario agregar a la muestra una solucion de AlCl; al 2-10% (p/v), en
presencia de una solucién de acido o acetato y agua. En la reaccidn, el ion Al**

forma un complejo con las moléculas flavonoides de la muestra, estableciéndose el
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complejo estable flavonoide-Al** de color amarillo, cuya intensidad es proporcional
a la concentracién de flavonoides presentes en la muestra [77,78]. La reaccién
simplificada de la complejacion de un flavonoide (quercetina) con AlCl; se muestra

en la Figura 19 [77].

C\I
OH o——A\I—CI
OH 0
HO 0] HO O
AlCly | |
_—
OH OH
OH 0] O\AI/O
Quercetina CI/ ~cl  Complejo > amarillo

Figura 19. Reaccion de complejacion de la quercetina con AICls.

Normalmente, en este ensayo se usa la rutina como estandar de referencia,
aunque también pueden emplearse otros flavonoles como la quercetina y la
galangina [78,79]. En la Figura 20 se muestra una recta de calibrado de quercetina

empleada en un ensayo TFC.

i 3 4 3 . i D R HEETT o
‘mm‘ffm,_,__

LR T

Figura 20. Recta de calibrado de quercetina (0-140 ppm) utilizada en un ensayo de TFC.
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% Técnicas cromatogrdficas

Las técnicas cromatograficas mas empleadas para el andlisis de compuestos
fendlicos son la cromatografia de capa fina, la cromatografia de gases, HPLC y la

cromatografia de fluidos supercriticos [7,67]. Sin embargo, la técnica dominante

para la separacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos es la cromatografia
HPLC, ya que ofrece una gran reproducibilidad, versatilidad y precisién [10,66]. En
la presente Memoria, se ha utilizado HPLC con deteccion espectrofotométrica y
espectrometria de masas para la identificacidon y cuantificacidon de los compuestos
fendlicos en las muestras analizadas. Serd en esta técnica en la que nos
centraremos a continuacion.

En la Figura 21 se representa un esquema general con los componentes

principales de un HPLC.

Muestra Desecho

Figura 21. Esquema general de un HPLC.

Columna

Disolventes

Bomba Inyector
HPLC automatico

]

Adquisicion de datos

Las columnas C18 de fase inversa (fase estacionaria apolar y fase moévil de
polaridad moderada) son las mas utilizadas junto a un sistema de fase mdvil binario
con un solvente que contiene agua acidificada (con acido férmico, acido acético o
acido fosfdrico) y un disolvente orgdnico polar (como el metanol o el acetonitrilo),
generalmente acidificado para evitar la ionizacién de los compuestos fendlicos
durante el anadlisis [80], siendo el sistema de elucién en gradiente mas usado que el

de modo isocratico [67].
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En este tipo de técnica, la combinacién de los tiempos de retencion con los
distintos detectores permite la identificacion de los compuestos fendlicos.
Generalmente, los detectores mas empleados acoplados a un HPLC suelen ser el
detector UV-Vis, el de diodo array, de fluorescencia y el detector de espectrometria

de masa [7,67].

e Deteccion UV-Vis

Los compuestos fendlicos, debido a sus dobles enlaces conjugados y a la
presencia de al menos un anillo aromatico en sus estructuras, muestran bandas de
absorcién en las regiones del UV o del UV-Vis. El detector UV-Vis permite la
deteccidon por Unica o multiple longitud de onda al mismo tiempo, siendo muy util
cuando se conoce la longitud de onda de absorbancia del compuesto deseado.

Para cada grupo de compuestos fendlicos existen unas longitudes de onda
especificas donde la absorcion es maxima. Por ejemplo, los acidos hidroxibenzoicos
y los compuestos del grupo de los flavan-3-oles tienen su maximo de absorcién a
280 nm; para los acidos hidroxicinamicos, como el acido cafeico o el acido ferdlico,
se utiliza 320 nm; para los flavonoles (quercetina), las flavonas (luteolina) y las
flavanonas (hesperidina) suele emplearse una longitud de onda en torno a 350 nm;

y las antocianinas (delfinidina) se miden a 520 nm [81,82].

e Deteccion con diodo array (DAD)

Se trata de un modo de deteccidon que emplea la zona UV-Vis del espectro,
pero a diferencia del detector UV-Vis, DAD puede escanear un rango de longitud de
ondas al mismo tiempo (190-800 nm). DAD es en realidad un detector UV-Vis con
una gran variedad de diodos capaz de escanear todos los compuestos que puedan
responder en el rango de longitud de onda seleccionado. Este detector es una
buena opcién en el desarrollo de métodos de HPLC por su amplia informacion

espectral y rapidez.
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e Deteccion con fluorescencia (FD)

El nimero de compuestos fendlicos que presentan fluorescencia nativa es
limitado, lo que implica que este tipo de deteccién no sea tan frecuente. Es un
sistema de deteccidon muy sensible. El empleo de la derivatizacién haria que un
mayor numero de compuestos fendlicos emplearan la deteccidn con fluorescencia.
Un ejemplo seria la quercetina, que junto a cationes metalicos puede formar

complejos que muestran una gran fluorescencia [5].

e Deteccion por espectrometria de masas (MS)

Para una completa identificacion de los compuestos presentes en los
extractos vegetales, el acople a un HPLC de los detectores UV-Vis, DAD y FD, no es
suficiente [7,83]. El uso de detectores de espectrometria de masas acoplados a
HPLC (HPLC-MS) se ha convertido en la herramienta analitica mas empleada y
efectiva en la caracterizacion de compuestos fendlicos [10,67]. En la Figura 22 se
muestra un esquema general de un espectrometro de masas acoplado a un sistema
cromatografico, donde se detallan los tres componentes fundamentales de un
espectrometro de masas: la fuente de ionizacidn, el analizador de masas y el

detector de iones [84].

( \ f Sistema de vacio \
Introduccion <l Fuentede <] Analizad <] Detector Procesador
de la muestra “1 ionizacién “] demasas “l deiones 7| delasefal
. VAN y,
: : i
Sistema cromatografico Espectrometro de masas
Espectro de masas

Figura 22. Esquema general de un espectrémetro de masas acoplado
a cromatografia.

El principio de la espectrometria de masas consiste en la ionizacion de los
compuestos quimicos para generar moléculas cargadas o fragmentos de moléculas

y medir sus relaciones de masa/carga (m/z). De esta manera, los espectrometros de
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masas utilizan la diferencia en la relacion m/z de las moléculas ionizadas para
diferenciarlas [10].

Las principales fuentes de ionizacidon utilizadas para el andlisis de los
compuestos fendlicos son la ionizacién por electrospray (ESI), el bombardeo por
atomos rapidos, la ionizacién a presion atmosférica, incluyendo la ionizacién
qguimica a presién atmosférica (APCI) y la fotoionizacién a presidn atmosférica, la
jonizacién por termospray y la ionizacion/desorcidon laser asistida por matriz
(MALDI) [10]. El tipo de sefiales producidas por cada una de estas técnicas es muy
diferente, lo que nos permite emplearlas en una amplia gama de usos. Por ejemplo,
MALDI es muy utilizada en compuestos de elevados pesos moleculares, como
proteinas y péptidos; ESI para ionizar moléculas antioxidantes polares, como las
antocianinas; APCl para moléculas antioxidantes de menor polaridad, como los
carotenoides [80].

En cuanto a los analizadores de masas, existen diferentes tipos de
analizadores que se emplean en espectrometria de masas para el estudio de los
compuestos fendlicos: el analizador de cuadrupolo, de sector magnético, la trampa
idnica y el analizador de tiempo de vuelo. Una de las principales ventajas de utilizar
el analizador de trampa idnica es la posibilidad de realizar andlisis de MS" para
obtener informacidn estructural de los compuestos fendlicos. Esta técnica de
espectrometria de masas de multiples pasos (MS/MS o MS") consiste en el
aislamiento de iones especificos para su fragmentacién en una primera etapa del
anadlisis de masas, para posteriormente inducir su disociacién por colision con las
moléculas de un gas inerte, como argdén o helio, para analizar los nuevos
fragmentos producidos en esta segunda etapa del analisis de masas [85]. Por tanto,
en la presente Memoria se ha usado la trampa de iones para facilitar la
caracterizacion de los azucares unidos a los flavonoides, ademas de las agliconas.
Sin embargo, la trampa de iones adolece de la alta resolucidon que proporcionan los
analizadores de tiempo de vuelo (TOF), lo que permite obtener la masa exacta de

los compuestos y obtener sus composiciones elementales como criterio de
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identificacion y/o confirmacion. Es por ello que también se ha usado Q-TOF cuando
se ha necesitado confirmar la caracterizacidon de algin compuesto (por ejemplo,
usando la base de datos METLIN).

Debido a que las intensidades de las corrientes idnicas que salen de los
analizadores son muy pequefias, en torno a 10® y 10* A, su deteccidén debe ser
muy rapida y precisa. Principalmente existen tres tipos de detectores: la caja de
Faraday, el multiplicador de electrones y la placa fotografica.

En la Figuras 23 y 24 se muestran las imagenes del espectrdmetro de masas
de trampa de iones acoplado a un HPLC y del espectrometro de masas de
cuadrupolo-tiempo de vuelo acoplado a un HPLC. Ambos instrumentos, ubicados en
el Centro de Investigacién Cientifico Técnica (CICT) de la universidad de Jaén, han
sido utilizados para la identificacion y cuantificacién de los compuestos fendlicos de

las muestras estudiadas en esta Memoria.

Figura 23. Espectrometro de masas Esquire 6000 de Bruker unido a un cromatégrafo de
liquidos de alta resolucién Agilent 1100.
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Figura 24. Espectrometro de masas Agilent 6530B unido a un cromatégrafo de liquidos de
alta resolucion Agilent 1200.

3.4.2. Determinacion del contenido mineral

El analisis del contenido mineral en los alimentos, asi como de los metales
pesados, es cada vez mas imprescindible a la hora de evaluar los perjuicios o
beneficios que nos puede aportar un alimento. La presencia de metales no tiene
por qué ser perjudicial. Ademas, su ingesta es inevitable ya que se encuentran
presentes de forma natural o artificial en los alimentos.

Podemos distinguir dos grupos de metales: los metales esenciales y los no
esenciales. Los metales esenciales deben estar en la dieta en cantidades suficientes,
como el calcio, el sodio, el potasio o el manganeso, de tal manera que si son
insuficientes se podrian producir problemas de salud. Y por otro lado estan los
metales no esenciales, como el cadmio, el mercurio o el plomo. Un incremento en
la concentracion de estos metales no esenciales en los alimentos puede provocar
intoxicaciones en el consumidor tras su ingesta. En la Figura 25 se ha representado
una tabla periddica con los elementos quimicos que son necesarios para la vida
[86]. A su vez, en la Tabla 4 se muestran las cantidades de referencia (para un

hombre adulto de 70 kg) de algunos elementos esenciales y los sintomas que

69



Introduccion

aparecen en los individuos cuando existe deficiencia de estos elementos en el

organismo [86].
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Figura 25. Tabla periddica de los elementos quimicos requeridos para la vida.

Tabla 4. Elementos metalicos esenciales para el cuerpo humano (referidos a un hombre
adulto de 70 kg) y los sintomas de deficiencia ante la falta de dichos metales esenciales.

Elemento Cantidad media Sintomas de deficiencia
Ca 1000 g Retraso en el crecimiento dseo
Mg 30g Calambres musculares
Fe 5g Anemia, trastornos sistema inmunitario
Zn 2g Dafio en la piel, retraso del crecimiento
Cu 100 mg Debilidad arterial, trastorno hepatico
Mn 16 mg Infertilidad, deterioro dseo
Mo 5mg Retraso en el crecimiento celular, caries
Co 2mg Anemia perniciosa
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Para llevar a cabo el andlisis de minerales y elementos traza presente en los
vegetales, las plantas, o cualquier alimento, existe una amplia variedad de métodos
analiticos. Algunos de los métodos mas frecuentemente utilizados son Ia
espectrometria de absorciéon atdmica de llama, con horno de grafito o por
generacion de hidruros, la espectrometria de emisién atémica con plasma acoplado
inductivamente y la espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente
(ICP-MS) [87]. En todos ellos se utilizan equipos muy sofisticados que alcanzan
limites de deteccidon muy bajos, empleando la intensidad de la luz emitida por una
llama, un plasma, un arco o chispa eléctricos en una longitud de onda particular
para determinar la cantidad de un elemento en una muestra. En los trabajos
desarrollados en esta Memoria se ha trabajado Unicamente con el ICP-MS.
Concretamente, el equipo utilizado se muestra en la Figura 26 (ubicado en el CICT

de la Universidad de Jaén).

Figura 26. Espectrometro ICP-MS 7900 (Agilent).

El fundamento estd basado en la generacién de un plasma para producir
iones que posteriormente se detectan y analizan con un espectrometro de masas.
El sistema produce un plasma a alta temperatura (alrededor de 10000 K) que
consiste principalmente en dtomos de argdn. La muestra a analizar es nebulizada

antes de introducirse al plasma, donde se vaporiza y se descompone en los atomos
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que la constituyen. Aqui, una gran proporcién de estos atomos son ionizados
dentro del entorno de plasma a alta temperatura. Estos iones cargados se dirigen a
través de una serie de conos y lentes en un espectrémetro de masas cuadrupolo,
donde finalmente se separan en funcién de su relacion m/z. El equipo permite el
analisis quimico cualitativo y cuantitativo de la mayoria de los elementos de la tabla
periddica, alcanzando un amplio rango de concentraciones que van desde las partes
por trillén (ppt) hasta las partes por millédn (ppm) [88]. Un esquema de las partes de

las que consta un ICP-MS se muestra en la Figura 27.

ICP-MS
Camara de
pulverizacion
Plasma —
Lentes Cuadrupolo Detector
S B | (@) D |
e (%S)—-S> | D
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I
Muestra—» LI l 74

Conos

Argon

Figura 27. Esquema de un ICP-MS.

Previo al analisis del contenido inorganico de la muestra, serd necesario
realizar su preparacién para eliminar la materia organica de la misma; ademas, para
gue la muestra pueda ser introducida y analizada por el espectrometro, ésta debe
ser homogénea y permanecer en disolucién. Para ello, se realiza una digestion por
via humeda, empleando acido nitrico y perdxido de hidrégeno, en un sistema de
digestion por microondas. Se trata de un sistema cerrado de reaccidn acelerada de
microondas, mediante el cual se utiliza la energia de microondas para exponer la
muestra a un programa de calentamiento controlado, consiguiendo que ésta sea
digerida correctamente y en poco tiempo [87]. En la Figura 28 se muestra el

sistema digestor utilizado durante los ensayos de la presente Memoria.
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Figura 28. Sistema de digestion por microondas, Mars Xpress (CEM).

3.5. Evaluacion de la capacidad antioxidante de los compuestos

fendlicos mediante ensayos in vitro

El estrés oxidativo estd estrechamente relacionado con el inicio de diversas
patologias y desdrdenes en la salud. Este hecho tan relevante ha llevado a
cientificos de todo el mundo a interesarse por esta tematica.

Bajo condiciones de estrés, nuestro cuerpo produce mas especies reactivas
de oxigeno (como radicales hidroxilo, radicales anién superdxido y peréxido de
hidréogeno) que especies antioxidantes enzimaticas (como la enzima glutation
peroxidasa, la enzima catalasa, la enzima superdxido dismutasa y la enzima
glutatidon reductasa) y especies antioxidantes no enzimaticas (como el tocoferol
(vitamina E), el acido ascérbico (vitamina C) y compuestos fendlicos), provocando
dafio celular debido al desequilibrio de especies [89].

Una especie antioxidante es aquella que se define como un compuesto
capaz de interactuar con los radicales libres y consigue reducir, controlar o prevenir
los procesos oxidativos en las células antes que sean dafiadas, incluso si el
compuesto esta presente en una menor concentracién que el sistema oxidado

[90,91].
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La falta de antioxidantes en el organismo facilita el desarrollo de
enfermedades degenerativas. Una mayor ingesta de compuestos antioxidantes
procedentes de fuentes naturales paliaria el estrés oxidativo producido en las
células y serviria como medicina preventiva, eliminando o retardando la oxidacién
[92].

Los antioxidantes sintéticos como el butilhidroxitolueno y butilhidroxianisol
fueron muy empleados como aditivos en algunos alimentos. Sin embargo, su uso
ahora estd restringido debido a su asociacidn con enfermedades hepaticas y la
carcinogénesis [93,94]. Por esta causa, el interés de la comunidad cientifica en la
busqueda de antioxidantes naturales se ha visto incrementado, fundamentalmente
para disminuir los efectos secundarios que pueden causar los antioxidantes
sintéticos.

Los antioxidantes adquieren diferentes roles durante la defensa frente a la
oxidacion, aliviando el estrés oxidativo a través de varios mecanismos: (A)
inhibicidon de las enzimas prooxidativas (6xido nitrico sintasa, nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa), que se traduce en
una disminucién en la produccidon de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
(reactive nitrogen species, RNS), (B) mejora de la expresion de enzimas
antioxidantes y desintoxicantes, y (C) neutralizacién y eliminacién directa de ROS y
RNS [90]. En la Figura 29 se muestra un esquema de los diferentes mecanismos de

accion de los compuestos fendlicos [90].
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Figura 29. Mecanismos de accion de los antioxidantes.
NOS: 6xido nitrico sintasa; NOx: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa; COX:
ciclooxigenasa; MPO: mieloperoxidasa; CAT: enzima catalasa; SOD: enzima superéxido
dismutasa; GPx: enzima glutation peroxidasa; GR: enzima glutation reductasa.

El interés por la determinacién de la actividad antioxidante de compuestos
fendlicos aislados o procedentes de extractos de plantas ha llevado al desarrollo de
diferentes metodologias orientadas en este propdsito. Estos ensayos enfocados en
determinar la capacidad antioxidante de los vegetales se pueden dividir en dos
grupos, en funcién de las reacciones quimicas involucradas en el proceso
antioxidante: transferencia de 4tomos de hidrégeno (hydrogen atom transfer, HAT)
y transferencia de electrones individuales (electron transfer, ET) [95].

Los ensayos basados en las reacciones de tipo HAT determinan la capacidad
de eliminacion de radicales libres de un antioxidante mediante la transferencia de
atomos de hidrégeno. La reaccién que se lleva a cabo, en la cual un atomo de
hidrégeno de un fenol es transferido a una especie radicalaria (ROO), es del

siguiente tipo [96]:

ROO - + AH/ArOH —» ROOH + A -/ArO-

El nuevo radical formado (A /ArO’) es mas estable que el inicial.
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Por otro lado, los ensayos basados en las reacciones tipo ET miden la
capacidad reductora de un antioxidante. En este caso el antioxidante transfiere un
electron para reducir un compuesto. Esto provoca cambios de color en la
disolucién. El aumento o disminucidn en la absorbancia a una determinada longitud
de onda esta relacionado con la concentracién de antioxidantes en la muestra. Las
reacciones en las que se basa la transferencia de electrones individuales son del

tipo [96]:

ROO - + AH/ArOH — ROO™ + AH -*/ArOH - *
AH -*/ArOH -* + H,0 & A-/ArO- + H;0*
ROO™ + H;0* & ROOH + H,0

Estas reacciones van a depender del disolvente y del pH.

En la determinacidén de la actividad antioxidante son muy empleados los
ensayos in vitro. Son ensayos rapidos, sencillos, econdmicos y muy Uutiles en el
estudio de la actividad antioxidante, pero carecen de relevancia bioldgica al estar
disenados para el uso de radicales sintéticos, por lo que no reflejan la situacién in
vivo. Por ello, otras metodologias han sido propuestas con el objetivo de evaluar la
actividad de captacion de las especies ROS y RNS formadas in vivo, como O, OH",
ClO7, ONOO y CIO" [90].

En los ensayos in vitro se produce la reaccién de los compuestos fendlicos
con radicales libres, formando complejos coloreados que pueden detectarse con un
espectrofotometro UV-Vis, o casos donde se mide un decaimiento de Ia
fluorescencia. Debido a toda la informacidon que proporcionan estos ensayos, son
considerados en las fases iniciales de estudios de antioxidantes, ya que ofrecen
bastantes datos acerca de la capacidad de los compuestos fendlicos para
neutralizar especies reactivas de oxigeno y nitrégeno [68].

Los ensayos in vitro utilizados en esta Memoria para la evaluacion de la
actividad antioxidante en las diferentes muestras de estudio se explican a

continuacion.
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3.5.1. ABTS™*

Se trata de un ensayo ampliamente utilizado para determinar la capacidad
antioxidante [90]. Se produce una reaccidn tipo ET, basada en la capacidad de los
antioxidantes para capturar el radical catidonico ABTS™*. El radical ABTS™ es
generado por via quimica a partir del reactivo ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico)) en presencia de fuertes agentes oxidantes (K;S:Os,
MnO; o radical peroxilo) [90,97,98]. En la Figura 30 se muestra la reaccién que

tiene lugar [98].
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Figura 30. Reaccion de generacion de ABTS™* y su reaccion con una especie antioxidante.

El radical catidnico de ABTS generado es un croméforo de color turquesa
que presenta absorcion maxima a las longitudes de onda de 414, 645, 734 y 815 nm
[76].

En presencia de antioxidantes, la solucidn turquesa de ABTS'* se decolora.
De esta manera, la eficacia de eliminacién de radicales se puede medir
espectrofotométricamente por la disminuciéon de la absorbancia que se produce
[68]. La deteccion se realiza a 734 nm, donde las interferencias con otros
componentes absorbentes es menor [99]. El estdndar comin mas empleado es el
Trolox, expresandose la capacidad antioxidante de la muestra en términos de

equivalentes de Trolox (TE) [100]. La Figura 31 muestra el ensayo ABTS en
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diferentes concentraciones de Trolox, donde se observa una disminucién en la

intensidad del color a medida que aumenta la concentracion del patron.

Figura 31. Recta de calibrado de Trolox (0.01-0.4 mM) utilizada en un ensayo de ABTS.

3.5.2. DPPH

Es un ensayo frecuentemente utilizado en la metodologia in vitro para la
determinacién de la capacidad antioxidante. El reactivo DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo) se trata de un radical libre nitrogenado, de naturaleza orgdnica,
estable y color morado, el cual se encuentra disponible comercialmente
[68,90,101].

Al inicio se asumiod que el mecanismo de reaccidn se trataba Unicamente de
un proceso HAT, pero estudios posteriores descubrieron que el mecanismo
fundamental es la reaccidon de transferencia de electrones, que ocurre mas
rapidamente que la extraccion del atomo de hidrégeno. Se considera, por tanto, un
ensayo basado en la neutralizacién del radical DPPH por especies antioxidantes a
través de la donacién de electrones [17,68,102]. En la Figura 32 se observa la
reaccion que tiene lugar [101].

Al entrar en contacto los antioxidantes con el radical DPPH’, se produce una
reduccion que provoca la decoloracion de la solucion de DPPH a un color amarillo

palido, originando un descenso de la absorbancia. Este hecho puede ser medido
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espectrofotométricamente en torno a 517 nm, actuando como un indicador de la
AH I T I
NH
O,N NO,
A
NO, NO,

(a) Morado (b) Amarillo

eficacia antioxidante [68,76,103].

Figura 32. Reaccidon quimica entre el radical DPPH' (a) y el antioxidante (AH), para dar
lugar a la estructura del radical reducido (b).

Los estandares comunes mas empleados son el Trolox y el acido ascérbico,
expresandose la capacidad antioxidante de la muestra en términos de equivalentes
de Trolox o 4cido ascorbico. Otra manera de expresar los resultados es mediante el
pardametro cinético ECso, definido como la cantidad de antioxidante necesaria para
reducir en un 50% la cantidad inicial de radical [76]. En la Figura 33 se muestra el
ensayo DPPH en diferentes concentraciones de Trolox, donde se observa una
disminucién en la intensidad del color a medida que aumenta la concentracion del

patrén.

0.025 mM

Figura 33. Recta de calibrado de Trolox (0.025-0.8 mM) utilizada en un ensayo de DPPH.
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3.5.3. FRAP

El ensayo FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power) o del poder
antioxidante para reducir el ion férrico, mide el poder reductor de una muestra. Se
trata de una reaccidn tipo ET basada en la reduccién de un complejo formado por
2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) y hierro férrico (Fe®*) incoloro a un complejo ferroso
(Fe?*) de intenso color azul, en presencia de antioxidantes en medio acido [76,104].

En la Figura 34 se muestran las estructuras de los dos complejos [105].

A9 o9l

N N
Antloxidante
O)\ /Hij O)N\ \/NHQJ N D
Complejo (Fe3*- TPTZ) - incoloro Complejo (Fe?*- TPTZ) - azul

Figura 34. Estructura de los complejos y mecanismo de reaccion en el método FRAP.

El cambio de color producido en la reaccién se traduce en un incremento de
la absorbancia, que es medida espectrofotométricamente en torno a 593 nm
durante 30 min [76,106].

Algunos de los inconvenientes de este ensayo es que cualquier compuesto
con un potencial redox menor que el del par Fe (Ill)/Fe (Il) (0.77 V) podria producir
la reduccidn, induciendo un valor falso de FRAP [107], ademas de que existen
compuestos antioxidantes que no son capaces de llevar a la cabo la reaccion de
reduccion, falseando igualmente su valor [108]. Los resultados se expresan en

equivalentes de Trolox.
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3.5.4. CUPRAC

El ensayo CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) o de la
capacidad antioxidante reductora del ion cuprico, se emplea en la medida de la
capacidad antioxidante total de las muestras. Basado en un mecanismo de
transferencia de electrones, se considera un ensayo sencillo y versatil utilizado para
medir espectrofotométricamente la capacidad antioxidante de una amplia variedad
de polifenoles [109].

El reactivo oxidante cromdgeno utilizado es el catién bis(neocuproina) de
cobre (1) (Cu(ll)-Nc), el cual actia como un agente de transferencia de electrones.
Este reactivo incoloro, en presencia de antioxidantes se reduce y forma el
croméforo catidnico bis(neocuproina) de cobre (I) (Cu(l)-Nc) de color anaranjado

[109,110]. En la Figura 35 se puede observar la reaccidn que tiene lugar [109].

2+ +
N N N N
H3C \ / CH3 Antioxidante H3C \ / CH3
Cu _— Cu + H*
H,C / \ CHg H4C / \ CHg
N N N N
Cu(l1)-Nc - incoloro Cu(l)-Nc - anaranjado

Figura 35. Mecanismo de reaccién en el método CUPRAC.

A medida que el antioxidante va reaccionando con el reactivo cromégeno
(Cu(ll)-Nc), se produce un aumento en la absorbancia a una longitud de onda
preespecificada.

La ecuacién de la reaccidon que se produce se puede simplificar de la

siguiente manera:

nCu(Nc)2t + Ar(0H),, © nCu(Nc); + Ar(=0), +nH*
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donde se observa que los polifenoles (Ar(OH),) se oxidan a sus formas quinolinicas
(Ar(=0),) y el Cu?* se reduce a la forma coloreada Cu*. Este producto de reduccion
(Cu(Nc)2*) presenta un maximo de absorcion a 450 nm, que es medido
espectrofotométricamente para determinar asi la capacidad antioxidante de las

muestras [96]. Los resultados se expresan en equivalentes de Trolox.

3.5.5. Fosfomolibdeno

Es un ensayo que se utiliza para determinar la capacidad antioxidante de las
muestras. Su mecanismo de reaccién esta basado en la transferencia de hidrégeno
y electrones de las muestras antioxidantes a un complejo de Mo (VI) [111].

El complejo reactivo de Mo (VI) se reduce a Mo (V) en presencia de un
antioxidante, con la consiguiente formacién de un complejo verde de fosfato de Mo
(V) a pH acido [112]. En la Figura 36 se muestra el mecanismo de reaccién que tiene
lugar entre un antioxidante (cianidina) y el Mo (VI) [113].

Mo (v)
OH o

OH o)

HO HO

O+
Mo (V1) N
=

- >

.
0
AN
ZoH OH
OH OH

Catién cianidina Complejo Mo (V) - verde

Figura 36. Mecanismo de reaccién en el método del fosfomolibdeno.

El espectro UV/Visible del complejo de fosfomolibdeno formado tiene un
maximo de absorcidn caracteristico a 695 nm. Esta absorbancia maxima se emplea
para las determinaciones espectrofotométricas. Un mayor valor de la absorbancia

indica una mayor actividad antioxidante [114,115].
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Algunos antioxidantes como el acido ascérbico, el glutation, la cisteina, los
tocoferoles, los polifenoles y las aminas aromaticas tienen la capacidad de donar
hidrégeno y electrones, por lo que pueden ser detectados mediante este ensayo

[111]. Los resultados se expresan en equivalentes de Trolox [116].

3.5.6. Capacidad quelante de metales

Este ensayo permite caracterizar la actividad antioxidante de las muestras,
empleando el hierro como uno de los metales mas cominmente utilizados para su
determinacion.

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se atribuye
principalmente a sus propiedades redox, que les permiten actuar como agentes
reductores. Pero ademads, también pueden poseer propiedades de quelacién de
metales [117]. Esta quelacidon de iones metdlicos tiene un efecto antioxidante
debido a que los metales de transiciéon, como el hierro y el cobre, catalizan la
generacidn de especies reactivas de oxigeno, incluidos el radical hidroxilo (OH) y el
radical superdxido (0;7) [118].

El principio del ensayo de la capacidad quelante de metales (método de la
ferrocina) esta basado en la actividad quelante de muestras antioxidantes frente al
ion ferroso (Fe?) [119].

En un medio ligeramente acido (pH 6) los compuestos fendlicos se unen a
Fe?*; el Fe?* restante reacciona con ferrocina. La ferrocina es un reactivo cromégeno
empleado en el ensayo, que al reaccionar con el hierro divalente, forma una
especie compleja estable de color azul (Fe*-ferrocina) que puede medirse
espectrofotométricamente a 562 nm [119,120]. En la Figura 37 pueden observarse

las reacciones que tienen lugar [120].
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Fe2+
(H20)4 m

Antioxidante Fe?*-antioxidante
i
S—0O’ (0]
N I I
(0] ﬁ—O\
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Naw 0] /
SN I
(0] S—O
| I
S—O (0]
I
Ferrocina 0 FeZ*-ferrocina - Azul

Figura 37. Reaccion de (1) un antioxidante con Fe? y (ll) ferrocina con Fe**

En presencia de compuestos fendlicos hay una interrupcion en la formacion

del complejo metalico (Fe**-ferrocina) debido a la unién de los antioxidantes con el
% lo que conduce a una disminucién de la absorbancia. La medicién de la
reduccion de color es una estimacion de la capacidad de unidn del extracto, por lo
gue cuanto menor sea la absorbancia medida a 562 nm, mas fuerte serd la
capacidad de unién de los compuestos antioxidantes de la muestra al Fe?*, y por
tanto presentara mayor actividad antioxidante [120]. Los resultados se expresan en

equivalentes de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) [120,121].

. o s

3.6. Inhibicion enzimatica

Con el fin de aliviar la sintomatologia que presentan algunas enfermedades,
actualmente se producen, mediante procedimientos quimicos, compuestos que
actuan como inhibidores enzimdticos, pero la mayoria de ellos presentan efectos

secundarios nocivos o no son totalmente efectivos. Por ello, en la comunidad
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cientifica existe un interés creciente por encontrar inhibidores enzimaticos
naturales, que sean eficientes y menos téxicos, y puedan ser introducidos en el
campo de la farmacologia.

Las plantas son una de las fuentes mds importantes en la busqueda de
compuestos con actividad inhibitoria frente a ciertas enzimas involucradas en
enfermedades comunes en la poblacién. Diferentes tipos de metabolitos presentes
en los vegetales, tales como alcaloides, flavonoides y terpenos, presentan una
importante actividad inhibitoria [122,123].

Segun la teoria de la inhibicidn enzimdtica, la inhibicion de las enzimas
involucradas en algunos procesos fisioldgicos (enzimas clave), se podria utilizar para
aliviar los sintomas observados en ciertas enfermedades. Los inhibidores
enzimaticos son mayoritariamente metabolitos secundarios de naturaleza
bioactiva, que se unen a una enzima y disminuyen su bioactividad. Este bloqueo de
la actividad enzimatica puede provocar la muerte de patdgenos o corregir
desequilibrios metabdlicos [124]. Muchas moléculas son inhibidores de enzimas. La
unién de un inhibidor a una enzima puede impedir la entrada del sustrato al sitio
activo de la enzima vy dificultar que la enzima catalice su reaccidn correspondiente.
En la Figura 38 se muestra el esquema general de una reaccidn enzimatica normal y
una reaccién con un inhibidor enzimdtico.

La validez de un inhibidor enzimdtico en medicina suele venir determinada
por su potencia (concentracién necesaria para inhibir una enzima) y por su
especificidad (incapacidad de unirse a otras proteinas). Una elevada potencia y
especificidad aseguran que el medicamento va a presentar una baja toxicidad y

pocos efectos secundarios [124].
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Enzima

La enzima se une al sustrato La enzima libera los productos

Inhibidor

Sitio activo

(m

Enzima

La enzima se une al inhibidor El inhibidor compite con el sustrato

Figura 38. Esquema de (I) una reaccion enzimatica sin inhibidor y
(1) con inhibidor enzimatico.

Algunos de los estudios que se realizan en plantas sobre inhibicion
enzimdtica se realizan sobre las enzimas que participan en las enfermedades mas
comunes que afectan a la poblacion (diabetes, Parkinson, obesidad, etc.) [125,126].
En los siguientes apartados se van a explicar los ensayos de inhibicion enzimatica

gue se han llevado a cabo en la presente Memoria sobre ciertas enzimas.

3.6.1. Colinesterasas

Las colinesterasas son un grupo de enzimas presentes en la mayoria de
organismos vivos, las cuales pueden ser definidas como un grupo de esterasas de
serina capaces de hidrolizar ésteres de colina, tales como la acetilcolina. La
acetilcolina es un neurotransmisor que ejerce su accidn en diferentes regiones del
sistema nervioso central [127]. Su funcién es fundamental ya que la pérdida gradual
de acetilcolina estd asociada al deterioro cognitivo progresivo y a la funcién

neuromuscular [128].
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En los vertebrados, las colinesterasas se clasifican en dos grupos principales
en funcién de sus caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas: la colinesterasa
verdadera o acetilcolinesterasa (AChE) y la pseudocolinesterasa o
butirilcolinesterasa (BChE). Ambas enzimas son codificadas por dos genes
diferentes que producen todas las formas moleculares de las dos enzimas y ambas
estan encargadas de hidrolizar la acetilcolina, es decir, son las responsables de la
regulacién de la concentracién de acetilcolina en el organismo [128].

Se han descrito cambios en los niveles de las enzimas colinesterasas y sus
propiedades en varias enfermedades neurodegenerativas. La inhibicién de las
colinesterasas AChE y BChE ha encontrado aplicaciones en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas y neuromusculares. Las enfermedades de
Alzheimer, Parkinson y miastenia gravis son las tres neuropatologias mas
estudiadas en relacidn con alteraciones en la enzima AChE [128].

Los inhibidores de AChE y BChE funcionan impidiendo que estas enzimas
hidrolicen la acetilcolina, incrementando asi el nivel y la duracion de la accién de
este neurotransmisor, imposibilitando o retrasando la aparicion de enfermedades.

El método de Ellman es el mds usado para estudiar la actividad de las
colinesterasas. Se trata de un ensayo de dos reacciones: en la primera reacciodn, la
colinesterasa (AChE o BChE) hidroliza un tioéster (acetiltiocolina (ATCh)) en una
tiocolina intermedia (TCh). En la segunda reaccién, la TCh interactda con el acido
5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) dando un producto de color amarillo, el 4cido
5-tio-2-nitrobenzoico (TNB). Este cambio en la coloracion puede medirse
espectrofotométricamente a una longitud de onda alrededor de 410 nm. lLa
intensidad del color es proporcional a la actividad de la enzima [129,130]. En la

Figura 39 se observa la reaccién catalizada por las enzimas colinesterasas [129].
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Figura 39. Reaccion catalizada por las enzimas colinesterasas.

La galantamina es un medicamento inhibidor de la acetilcolinesterasa y se

suele emplear como estandar en este ensayo [130].

3.6.2. Tirosinasa

La tirosinasa es una enzima cuprifera muy extendida en plantas y animales
gue juega un papel fundamental en la sintesis de la melanina. Su funcion consiste
en regular directamente la cantidad de melanina producida por el organismo [131].
La tirosinasa participa en los primeros dos pasos de la biosintesis de melanina, en la
que la L-tirosina se hidroxila a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) para

posteriormente ser oxidada a dopaquinona [132].
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Cuando una persona tiene un gen tirosina mutado padece albinismo; por el
contrario, un nivel extremadamente alto de tirosinasa pude inducir a la aparicién de
melanoma.

La inhibicién de la enzima tirosinasa es una de las técnicas mas importantes
para el desarrollo de nuevos agentes despigmentantes, alcanzando gran interés
tanto en medicina como en cosmética [133,134].

La hidroquinona es un agente despigmentador utilizado como farmaco para
el blanqueamiento de la piel, actuando como inhibidor de la tirosinasa a través de
la interaccién con el cobre del sitio activo. Sin embargo, debido a sus efectos
secundarios, como hipomelanosis o amelanosis, y su elevada citotoxicidad, hacen
que el uso de este medicamento esté limitado [135]. Existen otros farmacos
despigmentantes utilizados como agentes blanqueadores de la piel, como son el
acido kdjico, la arbutina y la aloesina, pero igualmente su uso se ha limitado debido
a la aparicion de efectos colaterales [136]. Asi, una vez mas, expertos recurren a
fuentes naturales como las plantas para encontrar alternativa a estos agentes
despigmentantes, ya que en la mayoria de los casos estan libres de efectos
adversos [137].

Los polifenoles, entre ellos el kaempferol o la quercetina, son inhibidores
muy potentes encontrados en las plantas [138,139]. Estos flavonoides inhiben la
enzima tirosinasa debido a su capacidad de quelar el cobre en el sitio activo.

En este ensayo se emplea el método del dopacromo. Se basa en la
monitorizaciéon espectrofotométrica de la formacién de dopacromo, de color
naranja, a una longitud de onda de 475 nm, tras la ciclacion oxidativa de
dopaquinona producida por la oxidacidn inducida por tirosinasa del sustrato (L-
DOPA), en presencia y en ausencia del inhibidor [140,141]. En otros casos se
describe que la actividad inhibitoria de la tirosinasa se determina
espectrofotométricamente controlando la formacién de dopacromo a 492 nm. El
inhibidor de la tirosinasa provoca una disminucién en la absorcién de dopacromo

[142]. La reaccion que tiene lugar se muestra en la Figura 40 [140].
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HO COOH o COOH (6]
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Figura 40. Formacion de dopacromo por oxidacion catalizada por tirosinasa de L-DOPA.

El acido kéjico es un potente inhibidor de la sintesis de melanina y suele

emplearse como un inhibidor estandar en este ensayo [143].

3.6.3. a-amilasa

La a-amilasa es una enzima que presenta un rol fundamental en la digestion
del almidén y del glucégeno, presente en microorganismos, plantas y organismos
superiores [123,144].

La a-amilasa cataliza la hidrdlisis inicial del almidén en oligosacaridos mas
cortos a través de la escisidn de los enlaces glucosidicos [123,145].

Existen enfermedades relacionadas con la absorcion de carbohidratos,
como son la diabetes y la obesidad. Un enfoque terapéutico para tratar estos
trastornos que afectan a gran parte de la poblacidon es disminuir los niveles de
glucosa en sangre, para lo cual, una de las estrategias que se llevan a cabo con este
propdsito es la inhibicion de la enzima a-amilasa. Mediante la inhibicidon de las
enzimas hidrolizantes de carbohidratos, a-amilasa y a-glucosidasa, ambas
presentes en el intestino delgado y responsables de la descomposicion de los
oligosacaridos y disacaridos en monosacaridos adecuados para la absorcién, se
retrasaria dicha absorcion de glucosa por parte del organismo [123].

La acarbosa es un medicamento inhibidor de estas enzimas. Su funcién es
retrasar la digestion de carbohidratos, prolongando el tiempo de la digestién; de
esta manera la tasa de absorciéon de glucosa se reduce, reduciéndose asi la cantidad

de glucosa en sangre. Pero este tipo de farmacos presentan efectos secundarios no
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deseables en los pacientes [146], por lo que se realizan investigaciones
encaminadas en la busqueda de inhibidores naturales procedentes de plantas, ya
que estas son una fuente importante de componentes quimicos con potencial para
la inhibicion de la a-amilasa y se pueden usar como fuentes alimenticias
terapéuticas o funcionales [123].

El método que se lleva a cabo para determinar la actividad de la enzima a-
amilasa es el método de Caraway Somogyi del almidén-yodo [147]. El método se
basa en la medicién del color al formarse el complejo almidén-yodo de coloracion
azul oscuro. La prueba consiste en la hidrélisis del almiddn por la enzima a-amilasa
a maltosa y otros fragmentos, y la formacion de un complejo azul oscuro que
aparece cuando reacciona el almidén con una solucion de yodo-yoduro potasico.
Realmente el i6n triyoduro formado (I5) es el responsable de dicha coloracién al
deslizarse dentro de la estructura del almiddn. La absorbancia del complejo se mide
espectrofotométricamente en torno a 660 nm. Esto proporciona una medida del
grado de hidrdlisis del almidén por la a-amilasa [147,148]. En la Figura 41 se

muestra un esquema simplificado de las reacciones que tienen lugar en este

ensayo.
< a-amilasa
ALMIDON : > MALTOSA
12 + I - 13_ Iz + I~
Complejo Almiddn-I; - azul oscuro No color

Figura 41. Reaccion del almiddn con la enzima a-amilasa y con el idn triyoduro (I3).

La acarbosa suele emplearse como estandar por sus propiedades

inhibitorias frente a la a-amilasa [149].
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3.6.4. a-glucosidasa

La a-glucosidasa es la enzima clave que cataliza el paso final en el proceso
digestivo de los carbohidratos; se encuentra ampliamente distribuida en
microorganismos, plantas y animales [150]. Estd relacionada con la a-amilasa,
descrita anteriormente, por ser otra enzima hidrolizante clave de los carbohidratos.
Asi, de igual manera, la a-glucosidasa estd estrechamente relacionada con las
enfermedades de diabetes y obesidad. En la Figura 42 se muestra de manera

simplificada la hidrélisis del almiddn a glucosa catalizada por ambas enzimas [151].

ALMIDON

a-amilasa

MALTOSA

a-glucosidasa

v

GLUCOSA

Figura 42. Hidrolisis del almidon a glucosa catalizada por las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa.

Los inhibidores de la a-glucosidasa pueden retrasar la liberacion de
moléculas de glucosa de los carbohidratos ingeridos en la dieta y retrasar la
absorcién de dicha glucosa, resultando en niveles bajos en el organismo.

La acarbosa, como se dijo anteriormente, es un medicamento inhibidor de
las enzimas hidrolizantes de carbohidratos, pero presenta algunos efectos nocivos.
Por ello, se realizan muchos esfuerzos para identificar inhibidores efectivos de la a-
glucosidasa que procedan de fuentes naturales, con el fin de desarrollar un
alimento funcional o fdrmaco para su uso contra estas enfermedades. Muchos de
estos inhibidores son fitoconstituyentes (compuestos fendlicos, terpenos, etc.)

procedentes de las plantas [150].
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El método que se emplea para determinar la actividad de la enzima a-
glucosidasa se lleva a cabo utilizando el compuesto 4-nitrofenil-a-D-glucopirandsido
(PNPG). La presencia de a-glucosidasa catalizara la conversién del sustrato PNPG en
D-glucosa y p-nitrofenol (PNP). Este ultimo compuesto presenta coloracion amarilla
que puede medirse espectrofotométricamente en torno a 405 nm. Durante la
mediciéon de PNP se adiciona carbonato sédico para aumentar la sensibilidad de su
deteccion [152—-154]. En la Figura 43 se muestra el mecanismo de reaccidon que

tiene lugar [155].

CH,OH CH,OH

o 0o
OH a-glucosidasa OH + HO@—NO
- > 2

OH OH

PNP - amarillo
PNPG D-glucosa

Figura 43. Mecanismo de hidrélisis de 4-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (PNPG) por a-
glucosidasa.

La acarbosa, al igual que con la enzima a-amilasa, suele emplearse como

estandar por sus propiedades inhibitorias frente a la a-glucosidasa [149].

3.6.5. Lipasa

La lipasa pancreatica es una enzima que cataliza la ruptura de los enlaces de
ésteres de los triglicéridos (grasas) de los alimentos para que puedan ser absorbidos
por el organismo. Esta enzima esta presente en la mayoria de los seres vivos y esta
directamente relacionada con la obesidad [156].

La obesidad es una enfermedad muy expandida en el mundo. Se caracteriza
por un aumento de la grasa corporal, lo que es considerado un factor de riesgo para

varias enfermedades asociadas. Si una persona presenta un mayor consumo de
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grasas que de pérdida energética, los lipidos se acumularan como tejido adiposo,
ocasionando obesidad. Una de las estrategias que se llevan a cabo contra esta
enfermedad es la inhibicion de la lipasa pancreatica. Al ser inhibida, los triglicéridos
no seran catalizados y el intestino no podra absorber las grasas para su posterior
almacenamiento en el organismo [156].

El orlistat es un farmaco que inhibe las lipasas gastrica y pancredtica, que
actua reduciendo la absorcidn de grasa de la dieta y, por tanto, reduce el aporte
energético total. Su uso se debe acompafiar de restriccion en el consumo de grasa.
La contraindicacion es que presenta efectos secundarios frecuentes [157]. Por ello,
se buscan inhibidores alternativos naturales para combatir los trastornos
relacionados con la obesidad.

El método empleado para determinar la actividad de la enzima lipasa utiliza
como sustrato el compuesto p-nitrofenil butirato (PNPB). La lipasa catalizara la
reaccidon convirtiendo el PNPB en acido butirico y PNP. De igual modo que en el
ensayo anterior con la enzima a-glucosidasa, el compuesto PNP presenta coloracién
amarilla que se mide con un espectrofotémetro en torno a 405 nm [158]. En la

Figura 44 se muestra el mecanismo de reaccion que tiene lugar [159].

NO, NO,
O /©/ Lipasa O /©/
/\/“k /\/Lk ¥
(0] OH HO

PNPB Acido butirico PNP - amarillo

Figura 44. Reaccion de hidrdlisis enzimatica de p-nitrofenil butirato (PNPB) por lipasa.

El orlistat, al ser un potente inhibidor de la enzima lipasa, suele emplearse

como inhibidor estandar en este ensayo [160].
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3.7. Plantas y frutos de estudio

Espafia, por su situacién geografica, ofrece unas condiciones climaticas muy
beneficiosas para el desarrollo de muchas especies vegetales. Andalucia, y
concretamente la provincia de Jaén, debido a su climatologia templada-calida, de
tipo mediterraneo continental y de montafia [161], presenta una flora muy diversa
(Figura 45). En esta Memoria, todas las plantas y frutos estudiados fueron

recogidos en diferentes localizaciones de la provincia de Jaén.
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Figura 45. Mapa de localizacidn y climatologia de la provincia de Jaén.

3.7.1. Berberis

Berberis es un género de planta perteneciente a la familia Berberidaceae,
ampliamente distribuido por todo el mundo con alrededor de 500 especies. La
morfologia de este género es de porte arbustivo espinoso. Sus hojas alcanzan entre
1-10 cm de largo, y se convierten en espinas en los brotes mas largos. Las flores se

tornan de un color amarillo a anaranjado y pueden aparecer aisladas o en racimos,
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no superando los 6 mm de longitud. Sus frutos son bayas muy pequefias de
coloracion roja azulada [162].

Desde hace mas de 2.500 afios, las propiedades medicinales y los efectos
curativos de este género han sido muy apreciados y han desempefado un papel
muy importante en la medicina tradicional de plantas [163]. Algunas de las muchas
propiedades que se han descrito son antibacteriana, antifingica, antiinflamatoria,
antiséptica y antidiabética, y sus infusiones han sido utilizadas para tratar
enfermedades del corazén, dolencias digestivas, problemas urinarios y resfriados
[162,164-168].

Muchas de estas cualidades medicinales que ofrecen las plantas del género
Berberis se deben a la presencia de alcaloides, los cuales poseen diferentes
actividades farmacoldgicas [169]. Uno de los alcaloides mas activos es la berberina
[170]. Ademas, sus hojas también son ricas en compuestos fendlicos, como la rutina
y el 4cido clorogénico [166].

Para esta Memoria se estudiaron dos especies de Berberis: Berberis

thunbergii y Berberis hispanica.

3.7.1.1. Berberis thunbergii

Berberis thunbergii DC. es una especie conocida comUnmente como
agracejo rojo o purpura. Se trata de un arbusto denso de hoja caduca, de forma
redondeada y muy espinoso, que puede llegar a alcanzar los dos metros de altura
[170]. Sus hojas, pequeiias y ovaladas, presentan tonos rojizos brillantes, lo que le
da un gran valor ornamental [171]. En la Figura 46 se muestra la especie B.
thunbergii. La floracién ocurre en primavera, donde las flores muestran una
coloracion amarilla rojiza. En otofio aparecen sus frutos de color rojo. Es un arbusto
muy resistente a cualquier tipo de suelo, con preferencia a los suelos calizos. Es una
planta nativa de Asia, aunque se puede encontrar en América del Norte y en

muchos paises de Europa [170,172].
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Figura 46. Fotografias de Berberis thunbergii.

La especie B. thunbergii es conocida en Asia como una planta curativa,
debido a los beneficios que otorgan a la salud sus propiedades antioxidantes,

antiinflamatorias, antifingicas y antibacterianas [171,173-175].

3.7.1.2. Berberis hispanica

La planta Berberis hispanica Boiss. & Reut. se denomina comiUnmente
agracejo espafol. Se trata de un arbusto caducifolio espinoso que alcanza hasta los
3 m de altura [176,177]. Los tallos, de tonalidad rojiza, estan ramificados desde la
base y sus espinas son de color amarillo. Las hojas son verdes y estan agrupadas en
brotes. Por otra parte, sus flores amarillas se organizan en racimos, apareciendo
durante la primavera y el principio del verano. Los frutos que desarrolla son bayas
de entre 5 y 9 mm de largo, de un color negro azulado. En la Figura 47 se puede
observar su morfologia.

La especie Berberis hispanica crece practicamente en cualquier tipo de
terreno entre los 600 y 2500 m de altitud. Es una planta que se localiza
frecuentemente en el sur de Espafia y el norte de Africa (Marruecos y Argelia)

[178].
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Figura 47. Fotografias de Berberis hispanica.

3.7.2. Sarcocapnos

Sarcocapnos DC. es un género de planta perteneciente a la subfamilia
Fumaroideae, de la familia de las Papaveraceae. Las plantas de esta familia han sido
muy utilizadas en la medicina tradicional popular como ansioliticos, analgésicos,
diuréticos, y como tratamiento en problemas gastrointestinales y trastornos de la
piel [179-181].

El género Sarcocapnos aparece en la subregion del Mediterraneo
occidental, comprendiendo el suroeste de Europa y el noroeste de Africa, del cual
existe poca informacion. Se extiende principalmente por la Peninsula Ibérica, donde
ocho de los diez taxones que lo componen son endémicos de esta region [182—
184]. La mayoria de las especies se encuentran en peligro de extincion [185].
Algunas de ellas se distribuyen por el sur de Espaiia, localizadas principalmente en
el area oriental de Andalucia en zonas escarpadas [186]. Para esta Memoria se
analizaron tres especies de Sarcocapnos: Sarcocapnos enneaphylla, Sarcocapnos

pulcherrima y Sarcocapnos saetabensis.
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3.7.2.1. Sarcocapnos enneaphylla

S. enneaphylla (L.) DC. es la especie que presenta un area de distribucion
mds amplia, abarcando desde el sur de Francia hasta el norte de Africa, con gran
cantidad de poblaciones en toda Espafia [187]. Sus tallos son fragiles, de 5-30 cm de
largo. Las hojas son algo carnosas y sus flores, de color blanco, alcanzan hasta 18
mm de largo. Se trata del género de Sarcocapnos con las hojas y flores mas
pequefias. Suele crecer en las grietas de acantilados siliceos, en una altura
comprendida entre el nivel del mar y 1600 m [186]. En la Figura 48 se puede

apreciar esta especie.

Figura 48. Fotografias de Sarcocapnos enneaphylia.

3.7.2.2. Sarcocapnos pulcherrima

S. pulcherrima C. Morales & Romero Garcia es una especie endémica del
sureste de Espafia, con algunas poblaciones en Andalucia Oriental. Sus tallos son de
5-30 cm de largo. Presenta hojas muy carnosas y gruesas, y sus flores de color rosa
alcanzan hasta los 26 mm de longitud [188]. Suele habitar en grietas de acantilados
calcareos comprendidos entre los 600 y 1700 m de altitud [186]. En la Figura 49 se

muestra esta especie.
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Figura 49. Fotografias de Sarcocapnos pulcherrima.

3.7.2.3. Sarcocapnos saetabensis

S. saetabensis Mateo & Figuerola se trata de una especie endémica del este
de Espafia, desde Catalufia hasta el este de Andalucia. Parece tener un origen
hibrido entre S. enneaphylla y S. pulcherrima [189]. Los tallos son fragiles y alcanzan
longitudes que van desde los 5-25 cm. Las hojas son un poco gruesas y carnosas, y
sus flores, de un color que va desde el rosa hasta el blanco, suelen medir entre 15-
19 mm de largo. Normalmente crece en grietas siliceas de acantilados entre los 600
y 1800 m sobre el nivel del mar [186]. Se puede observar la morfologia de la

especie S. saetabensis en la Figura 50.

Figura 50. Fotografias de Sarcocapnos saetabensis.
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3.7.3. Portulaca oleracea L.

Portulaca oleracea L. es una especie del género Portulaca perteneciente a
la familia Portulacaceae, una familia pequefia con 21 géneros y alrededor de 580
especies [190]. Conocida vulgarmente con el nombre de verdolaga, la Portulaca
oleracea es una planta anual comestible considerada una especie invasora, que
crece en varias areas del mundo debido a su facil adaptabilidad a diversas
condiciones climaticas [190-192].

Su morfologia es de una planta herbacea postrada, con tallos carnosos muy
ramificados de color verdoso o rojizo, de unos 30 cm de largo. Sus hojas son
pequefias, con forma ovalada y de color verde oscuro. Entre los meses de mayo y
septiembre se produce la floracién, con pequefias flores amarillas en cuyo interior
se encuentran diminutas semillas de color negro [190]. En la Figura 51 se muestran

imagenes de Portulaca oleracea.

Figura 51. Fotografias de Portulaca oleracea.

La Portulaca oleracea es una planta muy empleada en la medicina
tradicional China. Sus beneficios sobre la salud humana son muchos, siendo
utilizada como remedio de diversas dolencias, como dermatitis, inflamacion, dolor
abdominal, dolor de cabeza, fiebre, infecciones urinarias, debido a que posee un
amplio abanico de propiedades farmacoldgicas (analgésico, antiinflamatorio,

antioxidante, bactericida, etc.) [193-195].
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Es un vegetal presente en las cocinas de muchos paises. Sus tallos y hojas
pueden consumirse crudos en ensalada, hervidos, afiadirlos a sopas, tomarselos en
un té o zumo natural, o simplemente como especia para cocinar [190,196-200]. Es
fuente importante de acidos grasos omega-3, ademas de contener elevados niveles

de nutrientes, compuestos fendlicos, vitaminas y minerales [196,199,201,202].

3.7.4. Olea europaea L.

Olea europaea L., o conocido cominmente como olivo, es una especie del
género Olea perteneciente a la familia Oleaceae, la cual comprende
aproximadamente 600 especies en unos 25 géneros [203]. Cultivado desde hace
mas de 5000 afios, el olivo es un arbol de hoja perenne, tipico de climas célidos y
secos, muy expandido por toda el area del Mediterraneo, siendo la provincia de
Jaén la que posee la plantacion de olivos mas extensa. Sus hojas son de color verde
oscuro por el haz y blanquecinas por el envés. Florece en primavera y su fruto es la
aceituna; un fruto generalmente ovalado de color verde. La fotografia del arbol del

olivo se muestra en la Figura 52.

S0

Figura 52. Fotografia de un olivo (Olea europaea).
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La aceituna es fuente de compuestos fendlicos en nuestra dieta, aportando
al organismo importantes beneficios, ya que poseen propiedades antioxidantes,
antitumorales y antiinflamatorias [204-206]. Pero la aceituna, debido a su amargor,
no puede consumirse directamente, sino que necesita ser tratada mediante un
procedimiento con sosa y/o salmuera que las hace aptas para el consumo humano,
recibiendo el nombre de aceitunas de mesa [207,208]. Ademas, de la aceituna se
extrae su aceite, normalmente mediante sistemas mecanicos, siendo un producto
muy valorado dentro y fuera de nuestro pais.

En esta Memoria se analizaron diferentes variedades de aceitunas:

Cornezuelo, Cornicabra, Picual y Royal.

3.7.4.1. Olea europaea L. cv. Cornezuelo

La aceituna Cornezuelo de Jaén se encuentra fundamentalmente en las
provincias de Jaén y Granada. Se trata de arboles aislados entre plantaciones de
otras variedades, por lo que el cultivo de este arbol es bajo.

El fruto es de gran tamafio, asimétrico, con abultamientos, dpice apuntado
y forma de cuerno, de ahi la procedencia de su nombre. El hueso, de gran tamanio,
es de forma similar a la aceituna.

Es una variedad de productividad alta y rendimiento graso medio. La
aceituna presenta una gran resistencia a Verticillium dahliae (verticilosis del olivo) y
Dacus oleae (mosca de olivo), pero es muy vulnerable a Spilocaea oleagina (repilo)
y especialmente al frio [209].

La aceituna Cornezuelo es utilizada tanto para la produccidn de aceite como
para su elaboracién como aceituna de mesa. Su aceite es de muy buena calidad,
con tonos frutales; presenta un picante fresco no demasiado acusado en boca, y un
amargor y picor en garganta poco intenso. Por otro lado, es un producto muy
apreciado para mesa. Para que sean aceitunas aptas para su consumo pueden

realizarse diferentes formas de elaboracion, siendo una de las maneras mas tipicas
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la llamada “aceitunas de mesa al estilo Jaén”. En este proceso las aceitunas son
tratadas Unicamente con agua y salmuera, y algunas especias como hinojo y tomillo
[207]. En la Figura 53 se muestra el aspecto de las aceitunas de mesa variedad
Cornezuelo alifiadas al “estilo Jaén” y en la Figura 54-A se puede apreciar el porte

de esta misma variedad aun en el arbol.

Figura 53. Aceitunas de mesa variedad Cornezuelo alifiadas al “estilo Jaén”.

3.7.4.2. Olea europaea L. cv. Cornicabra

Es la segunda variedad espafola en cuanto a superficie cultivada (cerca de
300.000 hectareas), siendo su zona de influencia el centro de la peninsula,
principalmente Toledo, Ciudad Real y Madrid.

El fruto es de tamafio medio, asimétrico, con forma alargada y el apice
apuntado. El nombre de Cornicabra hace referencia a la forma curvada de la
aceituna que recuerda al cuerno de la cabra. A medida que se produce la
maduracién, el color va cambiando de verde a negro (Figura 54-B). En su interior
presenta un hueso, cuya forma es similar a la del fruto.

Su produccién y rendimiento graso suelen ser elevados. Es una variedad
vigorosa, de gran adaptacion a suelos pobres y zonas de climas frios, aunque es
muy susceptible a Pseudomonas savastanoi (tuberculosis) y Spilocaea oleagina
(repilo) [210].

La aceituna Cornicabra se utiliza para la obtencién de aceite. Es un aceite de

alta estabilidad, muy apreciado por sus caracteristicas organolépticas. Presenta en
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boca una sensacion de densidad, suave, con valores medios de amargo y picante.

Tiene un aroma equilibrado, con un toque final astringente.

3.7.4.3. Olea europaea L. cv. Picual

Con mas de 900.000 hectareas, es la principal variedad de aceituna en
Andalucia, ocupando alrededor del 60% de la superficie plantada de olivar. Se
extiende principalmente por la provincia de Jaén, donde supone casi la totalidad del
olivar, y por las provincias de Granada y Cérdoba.

La aceituna es de tamafio mediano, con forma eliptica y asimétrica y con el
apice apuntado. Durante la maduracion, la coloracion se torna de verde a negro, y
en su interior presenta un hueso de igual forma que el fruto (Figura 54-C).

Es una variedad de facil adaptabilidad a diversas condiciones de clima y
suelo, de elevada productividad y de alto rendimiento graso. Es tolerante a
Spilocaea oleagina (repilo), pero se ve afectado por Pseudomonas savastanoi
(tuberculosis), Verticillium dahliae (verticilosis del olivo) y Dacus oleae (mosca de
olivo) [211].

La aceituna de la variedad Picual se emplea para la fabricacién de aceite.
Son aceites de gran estabilidad, que presentan un frutado caracteristico, aromatico,

con un sabor un poco picante y un ligero amargor.

3.7.4.4. Olea europaea L. cv. Royal

Conocida también como Royal de Cazorla, es en la comarca de la Sierra de
Cazorla (Jaén) donde mas abunda esta variedad, superando las 2.000 hectéreas
cultivadas.

El fruto es de tamano grande, alargado, con forma ovoidal y ligeramente
asimétrico. El hueso de su interior es de similares caracteristicas. De maduracién
tardia, la aceituna adquiere su caracteristico color rojo una vez que se encuentra

madura (Figura 54-D).
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Es una variedad muy rustica, resistente a la sequia e inviernos frios.
Vulnerable a Spilocaea oleagina (repilo) y especialmente a Pseudomonas savastanoi
(tuberculosis) [212]. Presenta una produccidon mas baja y menor contenido graso
que la variedad Picual, lo que supondria que en la mitad del siglo XX la mayoria de
los olivos Royal se sustituyeran por Picual, provocando la casi desaparicidon de esta
variedad. Actualmente, conocedores de la gran calidad de sus aceites y sus
excelentes propiedades organolépticas, el cultivo de la aceituna Royal es cada vez
mas conocido. El sabor de su aceite es suave, con escaso amargor y ligero picante

frutal tardio, con regusto almendrado.

Figura 54. Fotografias de las distintas variedades de aceitunas estudiadas.
A: Cornezuelo; B: Cornicabra; C: Picual; D: Royal
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los estudios desarrollados abarcan fundamentalmente dos ambitos de
aplicacion:
1) Desarrollo de metodologias analiticas para el analisis y la caracterizacién
de compuestos bioactivos en distintas especies de plantas.
2) Desarrollo de metodologias analiticas para el analisis y la caracterizacion

de compuestos bioactivos en frutos de Olea europaea L.

Se discuten a continuacién los estudios que se han llevado a cabo para la
elaboracion de esta Tesis Doctoral, estando todos ellos publicados o en proceso de
publicacion en revistas internacionales recogidas en el Journal Citation Report
(JCR). Se ha seguido en cada trabajo el formato indicado en cada una de las

revistas.

PARTE |. DESARROLLO DE METODOLOGIAS ANALITICAS PARA EL
ANALISIS Y LA CARACTERIZACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS EN
DISTINTAS ESPECIES DE PLANTAS.

1. Caracterizacidon fendlica, actividad antioxidante y propiedades de inhibicién
enzimatica de las hojas de Berberis thunbergii DC.: una fuente valiosa de acidos

fendlicos.

2. Determinacidon espectrofotométrica de las propiedades antioxidantes y
caracterizacion del contenido fendlico mediante cromatografia liquida de alta
resolucidn con deteccién diodo array y espectrometria de masas en tandem (HPLC-

DAD-MS/MS) de las hojas de Berberis hispanica Boiss. & Reut.
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3. Estudio de tres especies de Sarcocapnos como posibles fuentes de compuestos
bioactivos: relacion entre contenido fendlico y bioactividad mediante andlisis

multivariante.

4. Composicion fitoquimica y actividad antioxidante de Portulaca oleracea:

influencia del proceso de cocinado al vapor.

PARTE Il. DESARROLLO DE METODOLOGIAS ANALITICAS PARA EL
ANALISIS Y LA CARACTERIZACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS EN
FRUTOS DE OLEA EUROPAEA L.

5. Perfil fitoquimico, contenido mineral y actividad antioxidante de la aceituna de
mesa Olea europaea L. cv. Cornezuelo. Influencia de la digestidn gastrointestinal in

vitro simulada.

6. Perfil fitoquimico y contenido mineral de aceitunas de la variedad Royal.

Influencia del estado de maduracion.

7. Efecto de la maduracién sobre la composicién fendlica y el contenido mineral de

tres variedades de aceitunas.
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B otecues & L. CARACTERIZACION FENOLICA, ACTIVIDAD

°3—>¥&'::“— ANTIOXIDANTE Y PROPIEDADES DE INHIBICION

M\-\ ENZIMATICA DE LAS HOJAS DE BERBERIS THUNBERGII DC.:
A UNA FUENTE VALIOSA DE ACIDOS FENOLICOS

Fluorinated Dendrons for Magnetic
Nanoparticle-Carrying, Fluorocarbon-
Sensltive Microbubble Engineering

Phenolic characterization, antioxidant activity, and enzyme inhibitory properties
of Berberis thunbergii DC. leaves: a valuable source of phenolic acids. Molecules,

24, 4171. 2019. doi: 10.3390/molecules24224171.

Maria del Pilar Fernandez-Poyatos, Antonio Ruiz-Medina, Gokhan Zengin, Eulogio

J. Llorent-Martinez

Resumen:

En este trabajo se estudid la composicidn fendlica y la bioactividad de los
extractos metandlicos y acuosos de las hojas de Berberis thunbergii DC. Las
especies de Berberis son conocidas por sus usos en medicina tradicional. El perfil
fendlico y la cuantificacién de los compuestos principales fueron realizados por
HPLC-DAD-MS/MS. Los compuestos mas abundantes en ambos extractos fueron los
acidos cafeoilquinicos (acido clorogénico, con una concentracién de 90.1-101.3 mg
g' de extracto seco), seguido por &cidos cafeoilglucaricos y glicésidos de la
quercetina.

Los ensayos antioxidantes y de eliminacién de radicales (fosfomolibdeno,
DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP, actividad quelante de metales), al igual que los
ensayos de inhibicion enzimatica (acetilcolinesterasa, butirilcolinesterasa,
tirosinasa, amilasa, glucosidasa vy lipasa), fueron llevados a cabo para evaluar el
potencial bioactivo de Berberis thunbergii. El extracto metandlico presentd los
valores mas altos de antioxidantes y de eliminacién de radicales, de acuerdo con su

mayor contenido fendlico.

113



Resultados y discusion. Parte |

Con respecto al potencial de la inhibicion enzimatica, el extracto metandlico
fue también mas potente que el extracto acuoso. Por tanto, las hojas de Berberis
thunbergii representan un candidato adecuado para la preparacién de productos

farmacéuticos o nutracéuticos.
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2. DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE LAS

Analytical p
Letters PROPIEDADES ANTIOXIDANTES Y CARACTERIZACION DEL

CONTENIDO FENOLICO MEDIANTE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION CON DETECCION DIODO
ARRAY Y ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM
(HPLC-DAD-MS/MS) DE LAS HOJAS DE BERBERIS
HISPANICA BOISS. & REUT.

Spectrophotometric determination of the antioxidant properties and
characterization of the phenolic content by high-performance liquid
chromatography-diode array detection-tandem mass spectrometry (HPLC-DAD-
MS/MS) of Berberis hispanica Boiss. & Reut. leaves. Analytical Letters, 54, 4, 646-
657. 2021. doi: 10.1080/00032719.2020.1775628.

Maria del Pilar Fernandez-Poyatos, Antonio Ruiz-Medina, Carlos Salazar-Mendias,

Eulogio J. Llorent-Martinez

Resumen:

En este trabajo se muestra el perfil fendlico obtenido mediante
cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion diodo array vy
espectrometria de masas y la actividad antioxidante empleando los ensayos ABTS y
DPPH en las hojas de Berberis hispanica Boiss. & Reut.

Los compuestos mas abundantes fueron los dacidos cafeoilquinicos, en
particular el acido clorogénico con 19.3 mg g! de extracto seco, los &cidos
cafeoilglucaricos y los glicésidos de quercetina. Ademas, el compuesto
dihidrorosedsido es informado por primera vez en una especie Berberis.

El potencial antioxidante mostré el mismo comportamiento que el contenido
fendlico: la fraccidn metandlica proporciond la concentracién mas alta de los

compuestos fendlicos y la mayor actividad antioxidante en ambos ensayos (ABTS y
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DPPH), siendo sus valores de 648 y 547 umol equivalentes de Trolox g* de extracto
seco, respectivamente.

Estos resultados contribuyen en la limitada informacién bibliografica que
existe sobre esta especie de planta y representan un punto de partida para evaluar

su potencial como una nueva fuente de compuestos bioactivos.
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= 3. ESTUDIO DE TRES ESPECIES DE SARCOCAPNOS COMO
B ANALTICALMETHODS  pOSIBLES FUENTES DE COMPUESTOS BIOACTIVOS:
I i~ cHEMISTRY ] ]

RELACION ENTRE CONTENIDO FENOLICO Y BIOACTIVIDAD

MEDIANTE ANALISIS MULTIVARIANTE

Study on three Sarcocapnos species as potential sources of bioactive compounds:
relation between phenolic content and bioactivity by multivariate analysis.
Journal of Analytical Methods in Chemistry, 2020, ID 8885169. 2020. doi:
10.1155/2020/8885169.

Maria del Pilar Fernandez-Poyatos, Gokhan Zengin, Carlos Salazar-Mendias,

Antonio Ruiz-Medina, Kouadio Ibrahime Sinan, Eulogio J. Llorent-Martinez

Resumen:

Se realizd el estudio de la composicidn fendlica y la bioactividad de las partes
aéreas de tres especies de Sarcocapnos (S. enneaphylla, S. pulcherrima y S.
saetabensis). Las muestras fueron recogidas de diferentes localizaciones en la
provincia de Jaén (sureste de Espafia).

Los analisis cualitativos y cuantitativos de los compuestos fendlicos fueron
llevados a cabo mediante cromatografia liquida de alta resolucidn con diodo array y
deteccion con espectrémetro de masas. Sarcocapnos enneaphylla presentd la
mayor concentracién de compuestos fendlicos (58 mg g extracto seco). El
compuesto mas abundante en S. enneaphylla y S. saetabensis fue la rutina (35 mg
g extracto seco y 11.7 mg g extracto seco, respectivamente), mientras que el
isorhamnetin-O-rutinosido fue el mayoritario en S. pulcherrima (11.5 mg g*
extracto seco).

Se realizaron varios ensayos para evaluar el potencial bioactivo de las tres

especies de Sarcocapnos. Estos ensayos incluyeron eliminacién de radicales (ABTS y
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DPPH), poder reductor (CUPRAC y FRAP), el ensayo del fosfomolibdeno y la
quelacion de metales, asi como la actividad inhibidora de enzimas
(acetilcolinesterasa, amilasa, butirilcolinesterasa, glucosidasa y tirosinasa).

En general, todos los extractos metandlicos presentaron los mayores
contenidos de fenoles y flavonoides. Ademas, estos extractos, coincidiendo con lo
anterior, presentaron las mayores propiedades antioxidantes e inhibitorias de
enzimas. Esta relacion fue confirmada por el andlisis multivariante.

Con este estudio se pretendid revalorizar las especies de Sarcocapnos como
posible fuente de compuestos bioactivos y contribuir a la conservacidon de estas

especies de plantas.
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4. COMPOSICION FITOQUIMICA Y ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DE  PORTULACA OLERACEA:

lr@' ﬁOdS INFLUENCIA DEL PROCESO DE COCINADO AL VAPOR

an Open Access Journal by MDPI

| B

Phytochemical composition and antioxidant activity of Portulaca oleracea:
influence of the steaming cooking process. Foods, 10, 94. 2021. doi:

10.3390/foods10010094.

Maria del Pilar Fernandez-Poyatos, Eulogio J. Llorent-Martinez, Antonio Ruiz-

Medina

Resumen:

En este trabajo se compard la composicion fendlica y la capacidad
antioxidante de los extractos metandlicos de las partes aéreas crudas y cocinadas al
vapor de la planta Portulaca oleracea L.

Se detectaron dos nuevos alcaloides, llamados oleraceinas X e Y, junto con
otras seis conocidas oleraceinas (oleraceinas A, B, C, N, J y U). El perfil fitoquimico y
la cuantificacién de los principales compuestos fendlicos se realizaron mediante
cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion diodo array vy
espectrometria de masas. Los compuestos mas abundantes en ambos extractos
correspondieron a alcaloides fendlicos (oleraceinas). Los principales compuestos
cuantificados fueron el acido isocitrico y el acido citrico, con concentraciones de
500-550 y 440-600 mg/100 g de extracto seco, respectivamente. Los extractos
crudos mostraron una mayor cantidad de contenido fendlico individual total que
los extractos cocinados al vapor.

Por otro lado, en el estudio de la influencia del cocinado al vapor de
Portulaca oleracea L., también se realizaron ensayos de contenido fendlico total y

de eliminacion de radicales (ABTS* y DPPH) mediante técnicas
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espectrofotométricas, para medir su potencial antioxidante. Los extractos crudos
presentaron los valores mas altos de antioxidantes, de acuerdo con la mayor
concentracion de compuestos bioactivos en comparacién con los extractos

cocinados al vapor.
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5. PERFIL FITOQUIMICO, CONTENIDO MINERAL Y

F@D ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LA ACEITUNA DE MESA
OLEA EUROPAEA L. CV. CORNEZUELO. INFLUENCIA DE LA
CHEMISTRY

DIGESTION GASTROINTESTINAL /N VITRO SIMULADA

Phytochemical profile, mineral content, and antioxidant activity of Olea europaea
L. cv. Cornezuelo table olives. Influence of in vitro simulated gastrointestinal
digestion. Food Chemistry, 297, 124933. 2019. doi:
10.1016/j.foodchem.2019.05.207.

M.P. Fernandez-Poyatos, A. Ruiz-Medina, E.J. Llorent-Martinez

Resumen:

Los objetivos principales de este estudio fueron determinar la composicion
fendlica y la actividad antioxidante de aceitunas de mesa procedentes de Olea
europaea L. cv. Cornezuelo, y el efecto causado por la simulacién de una digestion
in vitro para evaluar la biodisponibilidad de los compuestos.

Para evaluar el perfil fitoquimico se utilizé la cromatografia liquida de alta
resolucidn con diodo-array y deteccion con espectrémetro de masas (HPLC-DAD-
MS"), mientras que para determinar la actividad antioxidante se emplearon
métodos espectrofotométricos convencionales (ABTS* y DPPH). El contenido
mineral fue determinado mediante espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS).

Se identificaron treinta compuestos, principalmente polifenoles,
cuantificando los compuestos principales por HPLC-DAD.

Tras la digestién simulada, el contenido fendlico sufrié un importante
descenso - mas del 50% - alcanzando pérdidas de hasta un 75% en la oleuropeina y

los isémeros del comselogosido. Esta disminucién también resulté en una pérdida
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en la actividad antioxidante, observando diferencias significativas en todos los
parametros. Sin embargo, los extractos analizados aun conservaban un

considerable potencial antioxidante.
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6. PERFIL FITOQUIMICO Y CONTENIDO MINERAL DE

COMPOSITI H ACEITUNAS DE LA VARIEDAD ROYAL. INFLUENCIA DEL
“LANALYSIS

‘ ESTADO DE MADURACION
" [

JONE

Phytochemical profile and mineral content of Royal variety olive fruits. Influence

of the ripening stage. Journal of Food Composition and Analysis, 95, 103671.
2021. doi: 10.1016/j.jfca.2020.103671.

Maria del Pilar Fernandez-Poyatos, Antonio Ruiz-Medina,

Eulogio J. Llorent-Martinez

Resumen:

La composicion fendlica y el contenido mineral de las aceitunas de la
variedad Royal fueron estudiados durante su maduracién, entre los meses de
octubre de 2018 y enero de 2019.

El perfil fitoquimico fue evaluado mediante cromatografia liquida de alta
resolucidn con diodo array y deteccidn con espectrémetro de masas (HPLC-DAD-
MS") mientras que el contenido inorganico fue determinado mediante
espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS).

Se identificaron veintiin compuestos y los mds abundantes fueron
cuantificados. El compuesto mas abundante fue la oleuropeina. El mayor contenido
fendlico fue observado en enero de 2019, coincidiendo con la fecha habitual de
recoleccion (madurez dptima de los frutos). Sin embargo, no se observé una

tendencia clara con respecto al contenido mineral.
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7. EFECTO DE LA MADURACION SOBRE LA
COMPOSICION FENOLICA Y EL CONTENIDO MINERAL

TO' bed DE TRES VARIEDADES DE ACEITUNAS

an Open Access Journal by MDP1

| B
Effect of ripening on the phenolic composition and mineral content of three

varieties of olive fruits. Foods, 10, 380. 2021. doi: 10.3390/foods10020380.

Maria del Pilar Fernandez-Poyatos, Eulogio J. Llorent-Martinez, Antonio Ruiz-

Medina

Resumen:

La composicidn fendlica y el contenido mineral de los frutos de aceituna de
las variedades Cornezuelo, Cornicabra y Picual se investigaron durante Ia
maduracién de las aceitunas en dos temporadas de cosecha diferentes (2017/2018
y 2018/2019).

Los perfiles fitoquimicos se evaluaron mediante cromatografia liquida de alta
resolucidn con deteccidon de diodo array y espectrometria de masas. El contenido
mineral se determind mediante espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente.

Se caracterizaron veinticinco compuestos y se cuantificaron los mas
abundantes. Estos compuestos correspondieron en su mayoria con secoiridoides,
siendo los principales la oleuropeina, oleosido/secologanosido, oleosido-11-
metiléster y los isdmeros de oleuropeina y de comselogosido. El contenido fendlico
individual total alcanzo los valores mas altos entre los meses de diciembre y enero,
coincidiendo con la fecha de cosecha habitual. Esta tendencia se observé en ambas
temporadas. La mayor concentracion de compuestos fendlicos se observd en la
variedad Cornezuelo (840 mg/100 g) en la temporada 2018/2019. Las variedades

Picual y Cornicabra alcanzaron concentraciones de 670 mg/100 g y 530 mg/100 g,
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respectivamente, también durante la misma temporada. No se observé una

tendencia clara con respecto al contenido inorganico.
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5. CONCLUSIONES

En esta Memoria se han estudiado la composicién quimica y la actividad
antioxidante de dos especies del género Berberis (B. thunbergii y B. hispanica), tres
especies del género Sarcocapnos (S. enneaphylla, S. pulcherrima y S. saetabensis),
la especie Portulaca oleracea L. y cuatro variedades de Olea europaea L.
(Cornezuelo, Cornicabra, Picual y Royal). De forma general, se ha comprobado que
el empleo de HPLC acoplado a deteccion UV y espectrometria de masas
proporciona la informacidén necesaria, tanto desde el punto de vista cualitativo
como cuantitativo, para identificar el perfil fenélico de las muestras estudiadas. De
igual forma, los distintos ensayos antioxidantes y de inhibicion enzimatica
proporcionaron informacién muy Util para poder identificar posibles nuevas
fuentes de compuestos bioactivos para la industria alimentaria o farmacéutica. De
forma especifica, se pudieron extraer las siguientes conclusiones para las distintas

especies vegetales analizadas:

1. Los principales compuestos presentes en hojas de B. thunbergii DC.
fueron el &cido clorogénico (101.3 mg g! extracto seco) y otros dcidos
cafeoilquinicos y cafeoilglucaricos. Estos resultados eran similares a los observados
en otras especies de Berberis. El disolvente mdas adecuado fue el metanol,
observando tanto una mejor extraccion de los compuestos fendlicos en
comparacion con el empleo de agua, como una mayor capacidad antioxidante y de
inhibicién enzimatica. La bioactividad observada se atribuyd principalmente a la

presencia del cido clorogénico.

2. Se estudié por primera vez el perfil fitoquimico de las hojas de Berberis
hispanica Boiss. & Reut., observando que los compuestos mas abundantes fueron
4cidos fendlicos, destacando el acido clorogénico (19.3 mg g extracto seco). Sin
embargo, la concentracién de compuestos fendlicos en esta planta fue muy inferior

a la encontrada en B. thunbergii. La mayor capacidad antioxidante fue encontrada
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cuando se empled metanol como disolvente, al igual que en B. thunbergii. Se
describié por primera vez la presencia del compuesto dihidro-roseosido en el

género Berberis.

3. Se realizo el primer estudio de la composicién fendlica de tres especies
de Sarcocapnos (S. enneaphylla, S. pulcherrima y S. saetabensis) y su relacién con
las propiedades bioactivas que presentan. El disolvente mdas adecuado fue el
metanol en comparacién con el agua, obteniéndose una mejor extraccién de los
compuestos fendlicos y una mayor capacidad antioxidante y de inhibicion
enzimatica. Las especies fueron activas en todos los ensayos, siendo en S.
enneaphylla donde se obtuvo el mayor contenido fendlico (58 mg g extracto seco)
y mayor bioactividad, seguida de S. pulcherrima (33.7 mg g extracto seco) y S.
saetabensis (30.5 mg g extracto seco). Los compuestos mas abundantes fueron
flavonoides y acidos fendlicos, a los que se les atribuyd la bioactividad de las

especies, confirmando esta relacion mediante analisis multivariante.

4. Las partes aéreas de la Portulaca oleracea L. cruda presentaron mayor
cantidad de contenido fendlico y valores mas altos de antioxidantes que la
cocinada al vapor. Los compuestos mas abundantes fueron alcaloides fendlicos
(oleraceinas), el acido citrico (600 mg/100 g extracto seco) y el 4cido isocitrico (550
mg/100 g extracto seco). Se identificaron dos nuevas oleraceinas, X e Y, cuyas

estructuras fueron confirmadas mediante HPLC-Q-TOF.

5. Se presentd el primer estudio de contenido inorganico y contenido
fendlico de aceituna de mesa de la variedad Cornezuelo, incluyendo el efecto
producido por una digestidon gastrointestinal simulada in vitro. La mayoria de los
compuestos detectados fueron secoiridoides, siendo la oleuropeina (3.13 mg g*
extracto seco) y un isémero del comselogosido (3.4 mg g? extracto seco) los més
abundantes. Se observd que durante el proceso de la digestion se perdieron,

aproximadamente, la mitad de los compuestos fendlicos. Aun asi, los extractos
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digeridos seguian presentando actividad antioxidante significativa. En el contenido
inorganico se obtuvieron concentraciones similares a las encontradas en otras

variedades.

6. Se estudio el contenido fendlico de la variedad Royal entre los meses de
octubre de 2018 y enero de 2019. El contenido fendlico mas alto se observé en el
mes de enero (837 mg/100 g de aceituna fresca), coincidiendo con la fecha habitual
de recogida de esta variedad. Durante los meses de octubre, noviembre vy
diciembre se obtuvieron valores en el rango 128 - 147 mg/100 g de aceituna fresca.
La oleuropeina fue el compuesto mayoritario (280 mg/100 g de aceituna fresca).
No se observd una tendencia clara entre los valores de concentracién de los

elementos inorganicos vy las diferentes fechas de recoleccién de la aceituna.

7. Se estudidé la variacion del perfil fendlico de las aceitunas de las
variedades Cornezuelo, Cornicabra y Pical entre los meses de octubre y enero de
las temporadas 2017/2018 y 2018/2019. El mayor contenido fendlico individual
total alcanzé los valores mas altos entre los meses de diciembre y enero,
coincidiendo con un indice de madurez préximo a 5 y con la fecha habitual de
recoleccion. En ambas temporadas de estudio se observd esa tendencia,
obteniéndose mejores resultados en la cosecha del 2018/2019. La variedad
Cornezuelo fue la que presentd la mayor concentracién de compuestos fendlicos
(840 mg/100 g de aceituna fresca), similar a la obtenida en la variedad Royal,
seguida de Picual (670 mg/100 g de aceituna fresca) y Cornicabra (530 mg/100 g de
aceituna fresca). Los compuestos encontrados fueron en su mayoria secoiridoides,
principalmente oleuropeina. En la composicion del contenido mineral no se

observé una tendencia clara.
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ANEXOS

A) CONTRIBUCIONES CIENTIFICAS DERIVADAS DE ESTA MEMORIA

1. Publicaciones cientificas

1. “Phytochemical profile, mineral content, and antioxidant activity of Olea
europaea L. cv. Cornezuelo table olives. Influence of in vitro simulated
gastrointestinal digestion”. Food Chemistry, 297 (2019) 124933. doi:
10.1016/j.foodchem.2019.05.207.

2. “Phenolic characterization, antioxidant activity, and enzyme inhibitory
properties of Berberis thunbergii DC. leaves: A valuable source of phenolic

acids”. Molecules, 24 (2019) 4171. doi: 10.3390/molecules24224171.

3. “Spectrophotometric determination of the antioxidant properties and
characterization of the phenolic content by high-performance liquid
chromatography—diode array detection—tandem mass spectrometry
(HPLC—DAD-MS/MS) of Berberis hispanica Boiss. & Reut. leaves”. Analytical
Letters, (2020). doi: 10.1080/00032719.2020.1775628.

4. “Study on three Sarcocapnos species as potential sources of bioactive
compounds: relation between phenolic content and bioactivity by
multivariate analysis”. Journal of Analytical Methods in Chemistry, (2020)

ID 8885169. doi: 10.1155/2020/8885169.
5. “Phytochemical profile and mineral content of Royal variety olive fruits.

Influence of the ripening stage”. Enviado a “Journal of Food Composition

and Analysis”, Junio 2020.
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“Effect of ripening on the phenolic composition of three varieties of

Spanish olive fruits”. Enviado a “Food Chemistry”, Junio 2020.

“Phytochemical composition and antioxidant activity of Portulaca oleracea:
Influence of the steaming cooking process”. Enviado a “Food Chemistry”,

Julio 2020.

2. Comunicaciones a congresos

3. Divu

“Phytochemical analysis, antioxidant activity, and enzyme inhibitory
properties of Berberis thunbergii DC. leaves: A valuable source of phenolic

acids”, XX EuroAnalysis, Istanbul, Turkey, 2019.

“Chemical profile and antioxidant activity of Olea europaea L. cv.
Cornezuelo table olive. Influence of in vitro simulated gastrointestinal

digestion”, XX EuroAnalysis, Istanbul, Turkey, 2019.

Igacidn cientifica

Tras la publicaciéon del articulo “Chemical profile and antioxidant activity of

Olea europaea L. cv. Cornezuelo table olive. Influence of in vitro simulated

gastrointestinal digestion (Food Chem. 297 (2019) 124933)”, la editorial TechPress

se puso en contacto con los autores del articulo para confeccionar un articulo

divulgativo sobre el mismo. El 17 de enero de 2020, el articulo titulado “Aceituna

de Cornezuelo: fuente de compuestos antioxidantes” fue publicado en la revista

digital Tecnifood.
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B) OTRAS CONTRIBUCIONES CIENTIFICAS

A continuacidn, se relacionan otras contribuciones cientificas adicionales

que se han llevado a cabo durante la realizacion de la presente Memoria:

1. Publicaciones cientificas

1. “Automated fluorimetric sensor for the determination of zearalenone
mycotoxin in maize and cereals feedstuff”. Talanta, 191 (2019) 89-93. doi:

10.1016/j.talanta.2018.08.049.

2. “Determination of ascorbic acid in pharmaceuticals and biological fluids by
the quenching of europium luminescence”. Analytical Letters, 53 (2020)

683-692. doi: 10.1080/00032719.2019.1668006.

2. Comunicaciones a congresos

1. “Automated fluorimetric sensor for the determination of zearalenone
mycotoxin in maize and cereal feedstuffs”, XX EuroAnalysis, Istanbul, Turkey,

20109.
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C) ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

Para la mayoria de los acronimos se emplea la abreviatura o acrénimo

anglosajén debido a su empleo mas generalizado.

4CL 4-cumarato: CoA ligasa

ABTS Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)

AH Antioxidante

AChE Acetilcolinesterasa

APCI lonizacidon quimica a presion atmosférica — Atmospheric

pressure chemical ionization

ATCh Acetiltiocolina

B4H Acido benzoico 4-hidroxilasa

BChE Butirilcolinesterasa

C4H Acido cindmico 4-hidroxilasa

CAT Enzima catalasa

CHI Chalcona isomerasa

CHS Chalcona sintasa

coMT-1 Acido cafeico 3-O-metiltransferasa
CoX Ciclooxigenasa

Cu(l)-Nc Bis(neocuproina) de cobre (1)
Cu(ll)-Nc Bis(neocuproina) de cobre (ll)
CUPRAC Capacidad antioxidante reductora del ion cuprico — Cupric ion

reducing antioxidant capacity

DAD Detector diodo array

DFR Dihidroflavonol 4-reductasa

DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidracilo

DTNB Acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoico)

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

ESI lonizacion por electrospray — Electrospray ionization
ET Transferencia de electrones — Electron transfer

F3H Flavanona 3-hidroxilasa

F3'H Flavonoide 3'-hidroxilasa

F3'5'H Flavonoide 3'5'-hidroxilasa
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F5H/COMT-1
FD

FLS

FRAP

GPx

GR

HAT

HPLC

HPLC-MS

HPLC-DAD-MS/MS

ICP-MS

LAR
L-DOPA
LDOX
MALDI

MPO

MS

MS/MS o MS"
m/z

NOS

NOx

omT

Ox

P3OMT

P5H

Acido ferulico 5-hidroxilasa y acido cafeico/5-hidroxiferulico O-
metiltransferasa

Detector de fluorescencia

Flavonol sintasa

Poder antioxidante reductor del ion férrico — Ferric ion
reducing antioxidant power

Enzima glutatién peroxidasa

Enzima glutatién reductasa

Transferencia de atomos de hidrégeno — Hydrogen atom
transfer

Cromatografia liquida de alta resolucién — High performance
liquid chromatography

Cromatografia liquida de alta resolucidn con espectrometria de
masas — High performance liquid chromatography with mass
spectrometry

Cromatografia liquida de alta resolucién con deteccién diodo
array y espectrometria de masas — High-performance liquid
chromatography with diode array detection and mass
spectrometry

Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente
— Inductively coupled plasma mass spectrometry
Leucoantocianidina reductasa

L-3,4-dihidroxifenilalanina

Leucoantocianidina dioxigenasa

Desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz — Matrix-assisted
laser desorption/ionization

Mieloperoxidasa

Espectrometria de masa — Mass spectrometry

Espectrometria de masas en tdndem

Relaciéon masa/carga

Oxido nitrico sintasa

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa
O-metiltransferasa

Oxidasa

Acido protocatecuico 3-O-metiltransferasa

Acido protocatecuico 5-hidroxilasa

169



Anexos

PAL Fenilalanina amonio liasa

pC3H Acido p-cumarico 3-hidroxilasa

pHB3H Acido p-hidroxibenzoico 3-hidroxilasa

PNP p-nitrofenol

PNPB p-nitrofenil butirato

PNPG 4-nitrofenil-a-D-glucopirandsido

Q-TOF Cuadrupolo-Tiempo de vuelo — Quadrupole-Time of flight
RNS Especies reactivas de nitrégeno — Reactive nitrogen species
ROS Especies reactivas de oxigeno — Reactive oxygen species
SOD Enzima superéxido dismutasa

TCh Tiocolina

TE Equivalentes de Trolox — Trolox equivalents

TFC Contenido total de flavonoides — Total flavonoid content
TNB 5-tio-2-nitrobenzoico

TPC Contenido total de fenoles — Total phenolic content

TPTZ 2,4,6-tripiridil-s-triazina

UFGT UDP glucosa: flavonoide 3-O-glucosil transferasa

UV-Vis Ultravioleta-visible

V5H/V50MT Acido vanilico 5-hidroxilasa y 4acido vanilico 5-O-

metiltransferasa
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D) iNDICE DE TABLAS

Tabla 1 Fenoles totales en diferentes muestras vegetales.

Tabla 2 Diferencias en los habitos alimentarios del consumidor en la ingesta
de polifenoles de 5 raciones de frutas y hortalizas.

Tabla 3 Clasificacién de los compuestos fendlicos.

Tabla 4 Elementos metdlicos esenciales para el cuerpo humano (referidos a
un hombre adulto de 70 kg) y los sintomas de deficiencia ante la

falta de dichos metales esenciales.
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E) INDICE DE FIGURAS

Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17

Figura 18

Figura 19
Figura 20

Figura 21
Figura 22
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Estructura de una molécula flavonoide.

Clases de flavonoides.

Estructura basica de las principales clases de flavonoides.
Estructura basica de los acidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos.
Estructura basica de los iridoides y secoiridoides.

Estructura de la oleuropeina.

Esquema general de la biosintesis de los flavonoides.

Esquema general de la biosintesis de los acidos fendlicos.

Ruta biosintética en oledceas. Glc: glucosa.

Metabolismo de los polifenoles en la digestion.

Liofilizador Lyoquest-55 ECO (Telstar).

Sonicador por sonda, Qsonica (Sonicator).

Evaporador rotativo, Hei-VAP (Heidolph).

Espectro electromagnético.

Esquema de un espectrofotometro UV-Vis.

Espectrofotémetro UV-Vis 4201/50 (Zuzi Spectrophotometer).
Reaccién de reduccién del reactivo de Folin-Ciocalteu causado por
la oxidacién de compuestos fendlicos.

Recta de calibrado de acido gdlico (0-400 ppm) utilizada en un
ensayo de TPC.

Reaccién de complejacién de la quercetina con AlCls.

Recta de calibrado de quercetina (0-140 ppm) utilizada en un
ensayo de TFC.

Esquema general de un HPLC.

Esquema general de un espectrometro de masas acoplado a

cromatografia.
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Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28
Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

Figura 34

Figura 35

Figura 36

Figura 37

Figura 38

Figura 39

Espectrometro de masas Esquire 6000 de Bruker unido a un
cromatdégrafo de liquidos de alta resolucion Agilent 1100.
Espectrometro de masas Agilent 6530B unido a un cromatdgrafo de
liguidos de alta resolucion Agilent 1200.

Tabla periddica de los elementos quimicos requeridos para la vida.
Espectrometro ICP-MS 7900 (Agilent).

Esquema de un ICP-MS.

Sistema de digestién por microondas, Mars Xpresss (CEM).
Mecanismos de accidn de los antioxidantes. NOS: 6xido nitrico
sintasa; NOx: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa;
COX: ciclooxigenasa; MPO: mieloperoxidasa; CAT: enzima catalasa;
SOD: enzima superdxido dismutasa; GPx: enzima glutation
peroxidasa; GR: enzima glutatién reductasa.

Reaccidén de generacion de ABTS™ y su reaccion con una especie
antioxidante.

Recta de calibrado de Trolox (0.01-0.4 mM) utilizada en un ensayo
de ABTS.

Reaccién quimica entre el radical DPPH' (a) y el antioxidante (AH),
para dar lugar a la estructura del radical reducido (b).

Recta de calibrado de Trolox (0.025-0.8 mM) utilizada en un ensayo
de DPPH.

Estructura de los complejos y mecanismo de reaccién en el método
FRAP.

Mecanismo de reaccién en el método CUPRAC.

Mecanismo de reaccidn en el método del fosfomolibdeno.

Reaccién de (1) un antioxidante con Fe?* y (ll) ferrocina con Fe?*,
Esquema de (l) una reaccién enzimatica sin inhibidor y (ll) con
inhibidor enzimatico.

Reaccidn catalizada por las enzimas colinesterasas.
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Formacidn de dopacromo por oxidacion catalizada por tirosinasa de
L-DOPA.

Reaccién del almiddn con la enzima a-amilasa y con el ién triyoduro
(I3).

Hidrélisis del almidén a glucosa catalizada por las enzimas a-
amilasa y a-glucosidasa.

Mecanismo de hidrélisis de 4-nitrofenil-a-D-glucopirandsido
(PNPG) por a-glucosidasa.

Reaccién de hidrdlisis enzimatica de p-nitrofenil butirato (PNPB)
por lipasa.

Mapa de localizacidn y climatologia de la provincia de Jaén.
Fotografias de Berberis thunbergii.

Fotografias de Berberis hispanica.

Fotografias de Sarcocapnos enneaphylla.

Fotografias de Sarcocapnos pulcherrima.

Fotografias de Sarcocapnos saetabensis.

Fotografias de Portulaca oleracea.

Fotografia de un olivo (Olea europaea).

Aceitunas de mesa variedad Cornezuelo alifiadas al “estilo Jaén”.
Fotografias de las distintas variedades de aceitunas estudiadas. A:

Cornezuelo; B: Cornicabra; C: Picual; D: Royal.






