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1. Describir brevemente las razones por las cuales se considera pertinente plantear esta mvestagac;én y, en su caso Ia ;
hipétesis de partida en la que se sustentan los objetivos del proyecto de tesis (maximo 20 lineas)

La industria alimentaria busca la satisfaccion de los consumidores aplicando modiﬁcaciones
técnicas a sus productos, por ejemplo, afiadiendo sabores y aromas que proporcionan gustos y
olores singulares. La adicion de aromas estd bajo continua observaciéon y evaluacion por la
Comunidad Europea (Directiva 88/388/CEE), para garantizar que su consumo no representa ningun
peligro para los seres humanos. Una caracteristica principal poco estudiada en esta “observacion
continua” es su capacidad antioxidante (CAO), la cual es importante para prevenir multiples
enfermedades.

A pesar de que el oxigeno es imprescindible para la vida, puede ser también fuente de
enfermedades a través de la produccion incontrolada de radicales libres entre los que se encuentran
las especies reactivas de oxigeno (denominadas comtinmente ROS), que dafian las macromoléculas
y alteran los procesos celulares (funcionalidad de las membranas, produccion de enzimas,
respiracion celular, induccion génica, etc.)

El desarrollo de métodos para evaluar la capacidad antioxidante es un objetivo en los
Gltimos afios. Para ello. existen metodologias un tanto tediosas cuyos andlisis son lentos. Como
alternativa, las medidas electroquimicas nos ofrecen menores tiempos de respuesta y la
interpretacion de los resultados no es tan compleja. Debido a ello, se estan desarrollando electrodos
modificados con el fin de reducir costes y lograr condiciones experimentales mas sencillas y
rapidas.

2. Indicar los antecedentes y resultados prewos que avaian la validez de la hipotesis de partida

El método CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity) para la med1da de CAO es un
método ET (la reaccion principal es una transferencia electronica) que se basa en los cambios de
absorcion del complejo de neocuproina (Nc) con cobre (II) cuando es reducido por un antioxidante,
formando el complejo reducido Ne-Cu(l) que absorbe a 450 nm [1,2]. El ién Cu(1l) al ser oxidante
mide la oxidacion de los compuestos fendlicos, es decir, €l se reduce captando un electron y oxida a
los compuestos fendlicos, pudiéndose comparar mediante los potenciales de oxidacion obtenidos
por voltametria ciclica. Resultados recientes muestran que los potenciales de oxidacion bajos se
asocian con una mayor facilidad de una molécula dada para la electrodonacion y por tanto para
actuar como antioxidante [3].

Se han propuesto métodos electroquimicos como los basados en la oxidacion de HO2 sobre
|electrodos de mercurio [4,5], realizando las medidas lejos de las condiciones fisiologicas. También




se han propuesto electrodos de carbon modificados con nanoparticulas metalicas para la reduccién
de H202 [6-8]. Se han propuesto también medidas electroquimicas de la concentracion de Ne-Cu(l)
utilizando electrodos de carbdn [9, 10], de las que se concluyd que la sensibilidad de estas técnicas
es comparable a la del método fotométrico clasico, pero las condiciones experimentales (pH,
disolvente no acuoso, baja fuerza ionica, elevado tiempo de incubacion) son las mismas.

El uso de un electrodo para reemplazar la neocuproina como indicador puede resolver estas
limitaciones.

3. Enumerar brevemente y describir con claridad, precision y de manera realista (es decir, acorde con la duracuon prevista
de |a tesis) los objetivos concretos que se persiguen

1. Uso del método CUPRAC con deteccion electroquimica para su aplicacion a muestras
coloreadas. Se pretende desarrollar una estrategia electroquimica para determinar CAO con
el método CUPRAC en ausencia de neocuproina.

2. Modificacién del método CUPRAC con nanoparticulas de cobre sin y con polimero
conductor. La generaciéon “in situ” de iones Cu(Il) debe acelerar su interaccion con los
antioxidantes y reducir o eliminar el tiempo de incubacion necesario.

3. Uso del método CUPRAC modificado para su aplicacion a muestras coloreadas e inestables,
para las cuales no es posible usar el método CUPRAC clasico.

4. Determinacion de la pungencia por técnicas electroquimicas; determinacion de la capacidad
antioxidante de extractos de plantas del género capsicum por técnicas espectroscopicas y
electroquimicas. Relacion pungencia-CAQ.

5. Aplicacion del método CUPRAC modificado a extractos de cascaras de citricos utilizados
en alimentacion y cosmética.

4, Especiﬁcaf brevemente el disefio experimental (en su caso) o el trabajo empirico a realizar en términos de metodologia y
procedimientos objetivables (maximo 500 palabras), o indicar 3 publicaciones de los Gltimos 6 afios del director/es en
las que se utilice dicha metodologia. -

Se utilizaran técnicas voltamétricas, como la voltametria ciclica, voltametria lineal,
voltametria de pulso diferencial y voltametria de onda cuadrada, siendo ésta la que posee una mejor
sensibilidad para llevar a cabo las medidas, y una mejor reproducibilidad de las sefiales obtenidas al
monitorizar la sefial proporcionada por el Cu'? a Cu’ (barrido de reduccién). Asi se consigue el
estudio de la CAO de los distintos antioxidantes (acido ascérbico, acido galico, trolox...), para
reducir dicho par, de manera que cuanto mayor es la capacidad reductora de un antioxidante, mas
Cu'? reducird, y al aplicar un barrido de potencial, la sefial proporcionada por la reduccién del Cu™
a Cu’ serd menor, al haber menos Cu*? libre en la disoluciéon para reducirse. En esta misma
reduccion se basa el método CUPRAC, donde se mide espectrofotométricamente la absorbancia a
450 nm del complejo formado por la neocuproina y el Cu®.

También se modificaran electrodos de carbono vitrificado con polimeros conductores
(polifenazinas y/o polianilina) y nanoparticulas de cobre, optimizando pardmetros como el efecto
del electrolito soporte, influencia del pH, velocidad y amplitud de barrido, tiempo de deposicion de
la nanoparticula y nimero de ciclos de la polimerizacion. Las técnicas empleadas para llevar a cabo
dichos procedimientos serdn voltametria ciclica (polimerizacidén), cronoamperometria
(electrodeposicion de las nanoparticulas) y voltametria de pulso diferencial (la cual elimina las
corrientes faradaicas, siendo una técnica cuantitativa). Si se tiene éxito, este método podréd ser
aplicado a muestras coloreadas e inestables, para las cuales el método CUPRAC espectrométrico
conduce a resultados que no corresponden con la realidad.

Para medir la capacidad antioxidante de extractos de plantas del género capsicum se
utilizaran técnicas espectroscopicas y electroquimicas (voltametria lineal), llevando a cabo la
extraccion de capsaicina de diversas muestras realizando la comparacion del contenido de ésta en
varias muestras. En la actualidad, este tipo de analisis es muy importante ya que tanto la extraccion




como el estudio de la pungencia de la capsaicina pueden solucionar problemas asociados al uso de
nuevos aditivos.

Las metodologias propuestas en este apartado se aplicaran en distintos ambitos de la

alimentacion y de la cosmética. Concretamente se pretende aplicarlas a extractos de céascaras de
citricos, que en los ultimos afios estan recibiendo gran atencion por parte de los investigadores y
tecnélogos de estos campos.

Las referencias [3-8], publicadas por el director del trabajo y miembros de su equipo de

investigacion contienen una gran parte de la metodologia propuesta.
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