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1. RESUMEN 

      En este trabajo se determinó la actividad biológica e identificación de compuestos 

del extracto metanólico desengrasado con hexano por agitación continua de orujo de uva 

(Vitis vinifera Var. Ruby Cabernet); el extracto presentó actividad antioxidante mediante 

el ensayo de captura del radical DPPH con una EC50 de 24 µg/mL, posee poder reductor 

significativo a 1000 µg/mL y  un 70 % de inhibición en la formación de hidroperóxidos 

en un sistema lipídico a 500 µg/mL. Además mostró efecto antitumoral sobre las líneas 

celulares HeLa y SiHa de cáncer de cérvix con  una CI50 de 51 y 53 µg/mL 

respectivamente, mientras que para la línea normal Vero presentó  una CI50 48 µg/mL. 

      El extracto de orujo de uva dio positivo para las pruebas de: esteroles y 

metilesteroles, sesquiterpenlactonas, dobles enlaces, cumarinas, alcaloides, flavonoides 

y oxhidrilos fenólicos. Se determinó la toxicidad  mediante el ensayo de letalidad sobre 

Artemia salina y dio  una CL50 de 1195 µg/mL lo cual indica que no es tóxico a esta 

concentración.  

      También se determinó el efecto citoprotector sobre  una línea normal de fibroblastos 

humanos con las mezclas de extracto-oxidante (H2O2): 100 µg/mL-40 µM, 100 µg/mL-

20 µM y 50 µg/mL-20 µM favoreciendo la recuperación de la viabilidad celular en un 

32, 28 y 26 % respectivamente, en comparación con el daño ocasionado por el oxidante 

de manera individual.  

      El extracto de orujo cumplió parámetros establecidos para  asegurar su inocuidad y 

seguridad por la FHEUM y la FEUM. En el extracto de orujo se identificó: β-sitosterol y 

ácido cinámico (99 % de certeza), ácido hexadecanoico, ácido octadecanoico y ácido 

benzoico (98 % de certeza), además de ácido gálico, un compuesto reportado en 

extractos de semilla de uva.  

      En conclusión, los resultados obtenidos proporcionan suficiente información para 

una posible incorporación del extracto de orujo como ingrediente funcional o en la 

formulación de fito-fármacos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

1. ABSTRACT 

      In this study we determined the biological activity and identification of compounds 

of the methanolic extract defatted with hexane by continuous agitation from grape 

pomace (Vitis vinifera var. Ruby Cabernet), the extract showed antioxidant activity 

using the capture assay with DPPH radical with a EC50 of 24 mg / mL, has significant re 

ducing power to 1000 µg / mL and 70% inhibition in the formation of lipid 

hydroperoxides in a lipidic system at 500 µg / mL. In addition, it showed antitumor 

effect on the cell lines HeLa and SiHa of cervical cancer with an IC50 of 51 and 53 

µg/mL respectively, while for the normal line Vero presented an IC50 of 48 µg/mL. 

      The grape pomace extract gave positive tests: sterols and methylsterols, 

sesquiterpene lactone, double bonds, cumarins, alkaloids, flavonoids and phenolic 

hydroxyls. Toxicity was determined by testing of brine shrimp lethality (Artemia salina) 

and gave an CL50 of 1195 µg / mL indicating that it is not toxic at this concentration. 

      We analyzed the cytoprotective effect on a normal line of human fibroblasts to 

mixtures of extract-oxidant (H2O2): 100 μg/mL-40 µM, 100 μg/mL-20 µM and 50 

μg/mL-20 µM promoting recovery of cell viability by 32, 28 and 26 % respectively, 

compared with the damage caused by the oxidant individually. 

      Grape pomace extract comply set parameters to ensure their safety and security for 

the FEUM and FHEUM. In the pomace extract was identified: β-sitosterol and cinnamic 

acid (99% certainty), hexadecanoic acid, octadecanoic acid and benzoic acid (98% 

certainty), in adittion to gallic acid, a compound reported in grape seed extracts. 

      In conclusion, the results provide sufficient information for a possible incorporation 

of the grape pomace extract as a functional ingredient or into phyto-drugs formulation. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

       La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que 4 billones de personas, 

alrededor del 80 % de la población mundial, utiliza plantas medicinales para algún 

aspecto del cuidado primario de su salud. Los alimentos consumidos contienen una gran 

variedad de fitoquímicos, y a través de la ciencia moderna se han reconocido algunos de 

ellos como alimentos funcionales o nutracéuticos, como ejemplo de esto se conoce el té 

verde y la soya. Hoy en día se redescubre la utilidad de las hierbas medicinales como 

suplementos alimenticios de origen botánico que son potencialmente importantes en los 

efectos preventivos y medicinales. Todas las plantas contienen familias de compuestos 

relacionados, llamados metabolitos secundarios, que interaccionan y dan como resultado 

efectos biológicos. (Heber, 2007; Sarker et al., 2006) 

      El avance de la ciencia y la tecnología han permitido conocer más y mejor la 

relación entre la dieta humana y la salud. En este sentido, en los últimos años se han 

estudiado ampliamente los compuestos presentes en la uva (Heber, 2007), siendo las 

estructuras más reportadas: proantocianidinas monoméricas, diméricas y triméricas así 

como sus derivados acilados (Ugartondo et al., 2007, Thimothe et al., 2004; Cortell et 

al., 2007; Kammerer et al., 2004; Torres et al., 2002; Llópiz et al., 2004). Así mismo se 

han evaluado las propiedades biológicas tanto de extractos de uva como de compuestos 

derivados de ella, encontrándose que poseen actividad antioxidante, citotóxica, 
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antigenotóxica y antiangiogénica (Monagas et al., 2006; Ugartondo et al., 2007; Veluri 

et al., 2006; Llópiz et al., 2004; Rubilar et al., 2007; González-Paramás et al., 2004).  

      Las agroindustrias producen una gran cantidad de subproductos por año, 

generalmente considerados como residuos pero que pueden llegar a ser fuente de 

compuestos con actividad biológica. En los últimos años se ha estudiado la posible 

aplicación de subproductos de la industria agroalimentaria como el orujo de manzana, el 

cual ha sido utilizado como materia prima para generar enzimas, compuestos 

aromáticos, etanol, ácidos orgánicos y polisacáridos (Vendruscolo et al., 2009) o como 

el orujo de oliva, que ha resultado ser un excelente bioabsorbente, removedor de 

reactivos textiles en agua (Akar et al., 2008), antitrombótico, antiaterosclerótico 

(Tsantila et al., 2007) y vasorelajador (Rodríguez-Rodríguez et al., 2006). Con el 

objetivo de darle una aplicación a este tipo de residuos se ha trabajado con orujos de 

arándano, tomate y uva (Khanal et al., 2009, Altan et al., 2009, de Campos et al., 2008). 

Por otro lado, la industria vitivinícola en general, como parte del proceso de elaboración 

de vino tinto produce un subproducto sólido llamado ―orujo‖,  el cual está constituido 

por semilla, hollejo y tallos de uva el cual generalmente se desecha o en algunos casos se 

utiliza como forraje para ganado.  

      Dada la relevancia del uso terapéutico de la flora en México y la gran  cantidad de 

residuos generados por la industria vitivinícola así como la constante búsqueda de 

alternativas naturales que brinden mayor calidad de vida y promuevan la buena salud, se 

vuelve necesaria la realización de estudios biológicos, químicos, toxicológicos, clínicos 

y fitotécnicos que permitan una mayor caracterización de los extractos vegetales para la 

aplicación en el campo de la salud. En base a la escasa información acerca de la 
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utilización de orujos mexicanos, el objetivo de este trabajo fue determinar la actividad 

antioxidante, tóxica, citotóxica y citoprotectora así como determinar los compuestos 

presentes en el extracto con mayor concentración de polifenoles totales obtenido del 

orujo de uva (Vitis vinifera Var. Ruby Cabernet) cultivada en el estado de 

Aguascalientes, México con la finalidad de que este subproducto brinde suficiente 

información con base científica para respaldar su uso como materia prima bioactiva, 

efectiva y segura para la producción de alimentos funcionales, cosméticos, 

nutracéuticos, fármacos y/o fitofármacos.  
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3. ANTECEDENTES 

 

      3.1 Uso de las plantas en el cuidado de la salud 

      El uso de los productos naturales, especialmente las plantas, para curación y/o 

tratamiento es tan antiguo y universal como la propia medicina. El uso terapéutico de las 

plantas se remonta a la civilización Sumeria, se ha registrado que Hipócrates utilizó 

aproximadamente 400 diferentes especies de plantas con fines medicinales (Sarker et al., 

2006). En México, la historia de la medicina herbolaria se remonta más allá de la época 

precolombina, actualmente representa una alternativa económica en el cuidado de la 

salud (FHEUM, 2001). Los productos naturales han desempeñado un papel muy 

importante en el sistema de medicina tradicional de todo el mundo. De acuerdo con la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), el 75 % de las personas todavía dependen de 

medicamentos tradicionales a base de plantas para la atención primaria de salud a nivel 

mundial. La naturaleza ha sido una fuente de agentes terapéuticos desde hace miles de 

años, y un impresionante número de medicamentos modernos han sido derivados de 

fuentes naturales, basados en el uso de la medicina tradicional. 

      En los últimos años, se ha retomado el interés en los productos naturales como una 

fuente de nuevos medicamentos, tanto por la academia así como las industrias 

farmacéuticas. Cerca del 40 % de los medicamentos modernos en uso, se han 

desarrollado a partir de productos naturales. Según Cragg et al., 1997; Cragg and 

Newman, 2001., 39 % de los medicamentos aprobados entre 1983 y 1994 eran productos 
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naturales o sus derivados y del 60 -80 % de los antibacterianos y anticancerígenos eran 

de origen natural. Para el año 2000, el 60 % de todas las drogas probadas en ensayos 

clínicos de multiplicidad de cáncer eran de origen natural. Los productos naturales 

seguirán siendo considerados como uno de las principales fuentes de nuevos 

medicamentos debido a que ofrecen una gran diversidad estructural, son moléculas 

pequeñas (<2000 Da) además de tener la capacidad de ser absorbidos y metabolizados. 

(Sarker et al., 2006) 

 

      3.2 Importancia del uso de antioxidantes en la dieta humana 

      Los radicales libres son moléculas dañinas producidas por los procesos fisiológicos 

propios del organismo, como el metabolismo de los alimentos, la respiración y el 

ejercicio o bien, son generados por factores ambientales como la contaminación 

industrial, el tabaco, la radiación, los medicamentos, aditivos químicos en alimentos 

procesados y los pesticidas. Son átomos o moléculas extremadamente reactivas, debido a 

que en el orbital más externo de su estructura tienen uno o más electrones sin aparear.  

      Esta inestabilidad les confiere una avidez física por la captura de un electrón de 

cualquier otra molécula de su entorno, ocasionando que la estructura afectada quede 

inestable. De esta forma pueden establecer reacciones en cadena por medio de varios 

transportadores que se oxidan y se reducen secuencialmente, cuando un radical libre 

inicial modifica una biomolécula después de transferir o capturar un electrón. Por lo 

tanto los radicales libres son moléculas de oxígeno, átomos de hidrógeno y metales de 

transición (en estado no iónico). 

      Debido a la alteración de los mecanismos antioxidantes, los radicales libres se 

generan y acumulan produciendo estrés oxidativo (destrucción molecular producida por 
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radicales libres derivados de oxígeno), lo cual conduce a la muerte celular, ocasiona la 

destrucción de las macromoléculas de la célula (ácidos nucleicos, lípidos, carbohidratos 

y proteínas), induciendo una disminución en la resistencia al ambiente y un incremento 

en la fragilidad celular. 

      Las estructuras sub-celulares de generación de radicales libres incluyen 

principalmente, las mitocondrias, los lisosomas, los peroxisomas así como la membrana 

nuclear, la citoplásmica, así como del retículo endoplásmico. Una vez que el radical se 

genera, tiene una vida media de microsegundos corto lapso de tiempo en el que es capaz 

de interactuar con las biomoléculas cercanas. (Figura 1) 

 

 

 

Figura 1. Daño celular causado a macromoléculas mediante el estrés oxidativo. 

      Existen funciones específicas que cumplen los radicales libres en algunas células del 

organismo, por ejemplo, juegan un papel fisiológico importante en la homeostásis, como 

en el caso del óxido nítrico sintetizado por la enzima óxido nítrico sintasa, ya que el 

óxido nítrico participa en la relajación muscular, el control del tono vascular y varias 

funciones que dependen de la guanosin monofosfato cíclico (GMPc). El superóxido (O
2
) 

formado por la oxidasa ND(P)H controla la producción de eritropoyetina, participa en el 
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control de la ventilación, en la relajación del músculo liso y en la transducción de 

señales de varios receptores membranales que activan funciones inmunes y en general 

mantienen la homeostasis redox. También son generados y utilizados por células como 

los neutrófilos, los monocitos, los macrófagos, los eosinófilos y los fibroblastos para 

eliminar organismos extraños como bacterias y virus. 
 

      Con el tiempo las funciones celulares se van debilitando y la formación de radicales 

libres es mayor respecto a la cantidad que necesitan las células para cumplir algunas 

funciones, causando una acumulación de los mismos, lo cual ocasiona reacciones con 

moléculas para estabilizar su estructura iniciando con ellos la reacción en cadena que 

destruye las células. Los lípidos representan el grupo más susceptible debido a la 

presencia de dobles enlaces en sus ácidos grasos, además de constituir de manera 

fundamental el organelo celular más expuesto, que es la membrana celular. Para esta 

sobreproducción de radicales libres las células han desarrollado mecanismos que las 

protegen del efecto nocivo de los radicales con base a un complejo sistema de defensa 

constituido por los agentes antioxidantes, dicho sistema es activado para controlar y 

estabilizar el ambiente redox intracelular y extracelular. (Fernández-Pachón et al., 2006) 

      Los antioxidantes son sustancias que, presentes en bajas concentraciones respecto a 

las de un sustrato oxidable (biomolécula) retardan o previenen la oxidación. Al 

interactuar con el radical libre, el antioxidante cede un electrón, se oxida y se transforma 

en una molécula inocua o un radical libre débil no tóxico. (Figura 2) 
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Figura 2. Acciones de los radicales libres y los antioxidantes. 

Existen dos tipos de antioxidantes de manera general: 

 Endógenos: Son los propios del sistema biológico, tales como superóxido 

dismutasa, catalasa, glutatión peroxidasa, melatonina, ferritina, bilirrubina y 

estrógenos. 

 Exógenos: Son los ingeridos por la dieta, tales como la vitamina E, vitamina C y 

β-caroteno o los polifenoles del té verde o la uva. 

De la misma manera, existen varios tipos de antioxidantes en cuanto a su modo de 

acción: 

 Primarios: previenen la formación de nuevos radicales libres, convirtiéndolos en 

moléculas menos perjudiciales antes de que puedan reaccionar o evitando la 

formación de radicales libres a partir de otras moléculas. 

 Secundarios: Capturan los radicales libres evitando la reacción en cadena. 

 Terciarios: Reparan las biomoléculas dañadas por los radicales libres  
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      3.2.1 Enfermedades relacionadas con los radicales libres y la protección de los 

antioxidantes 

      La elevación del daño oxidativo celular se manifiesta en enfermedades crónicas con 

el daño producido por radicales libres, los cuales afectan a todos los aparatos y sistemas 

del organismo, como algunos tipos de cáncer, la inflamación y padecimientos 

inmunitarios que involucran al riñón, el hígado, el páncreas y el sistema nervioso; 

alteraciones en los vasos sanguíneos y el corazón además de padecimientos 

oftalmológicos, como las cataratas, el sangrado ocular y el daño degenerativo macular.  

      Las especies de radicales derivados de oxígeno son carcinógenas potenciales, ya que 

facilitan la mutagénesis, la promoción tumoral y su progresión. (Velázquez-Paniagua et 

al., 2004; Gutiérrez-Maydata, 2002) 

      El proceso de lipoperoxidación se asocia con la etiología de diversos padecimientos 

como lo son el engrosamiento y rigidez de los vasos sanguíneos (aterosclerosis), que 

reduce el adecuado suministro de sangre, la inflamación de las articulaciones (artritis 

reumatoide), la inflamación y el exceso de mucosidad en los pulmones (enfisema 

pulmonar), el crecimiento celular maligno incontrolable (cáncer) y el proceso de 

envejecimiento celular. Diversos polifenoles han demostrado su eficacia  al inhibir in 

vitro la oxidación de las lipoproteínas de baja densidad (LDL) por los macrófagos y 

reducir la citotoxicidad de las LDL oxidasas (Hirano et al., 2001; Terao et al., 2001), 

con lo cual los padecimientos antes mencionados se ven notablemente favorecidos en su 

disminución. 

      Se ha demostrado que la quercetina, un polifenol encontrado en varias plantas, 

mejora la función contráctil del ventrículo izquierdo y reduce la incidencia de trastornos 

de la conducción cardiaca, mejora la circulación coronaria y previene la formación de 
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trombos intravasculares, posee efectos vasodilatadores en aorta aislada de ratas con una 

notable disminución de lesiones de reperfusión del miocardio (Merck, S. A, 2000; 

Benito et al., 2002).  

      Otra propiedad de los polifenoles está relacionada con la inflamación, se ha 

determinado que evitan el daño producido al endotelio vascular al prevenir la 

sobrerregulación de mediadores inflamatorios (IL-8, MCP-1, ICAM-1) a través de la 

citocina proinflamatoria TNF-α (Youdim et al., 2002; Wang and Mazza, 2002). 

      La interacción de los radicales libres con el ADN causa cambios conformacionales, 

alteración de bases y ruptura de una o de la doble cadena y pérdida de nucleótidos, 

eludiendo el sistema de reparación al presentar una mutación antes de la replicación, 

esto conduce a la producción de genes mutados y por ende, de proteínas disfuncionales, 

lo cual deriva en enfermedades como el cáncer (Velázquez-Paniagua et al., 2004; 

Valenzuela, 2004). 

      Una propiedad farmacológica importante de los polifenoles es que pueden ser 

absorbidos por las membranas celulares y protegerlas de la acción de los radicales libres, 

tienen la ventaja de ser hidrosolubles y liposolubles, son capaces de atravesar la barrera 

hematoencefálica y pueden proteger a las células cerebrales y aumentan la efectividad de 

las células naturales ―killer‖ del sistema inmunológico (Sen et al., 2002; Bagchi et al., 

2002). 

 

      3.3 Los antioxidantes de la uva  

      Desde hace algunos años, la situación de enfermedades cardiovasculares en Francia 

llamó la atención mundial, a partir del proyecto denominado MONICA, organizado por 

la Organización Mundial de la Salud (OMS) que se basó en un monitoreo a nivel 
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mundial de enfermedades coronarias, indicaron que Francia a pesar de poseer una dieta 

alta en la ingesta de grasas saturadas, presentó uno de los menores índices de mortalidad 

por enfermedades cardiovasculares, y que dicha paradoja se podía deber al alto consumo 

de vino tinto, se iniciaron una gran cantidad de estudios que finalmente concluyeron que 

en realidad el efecto benéfico que obtenían del vino tinto eran sus compuestos, de ésta 

manera se determinó la presencia de polifenoles en el vino, los cuales provenían de la 

uva, (Renaud and Lorgeril, 1992) iniciando así una variedad de estudios con los 

polifenoles de la uva. La propiedad preponderante en los compuestos presentes en la 

uva, ya sea extractos de partes de ésta, vino tinto o el fruto completo, es 

mayoritariamente antioxidante. Los compuestos polifenólicos de la uva poseen en su 

estructura química una gran variedad de grupos –OH (Figura 3), lo cual se relaciona con 

su capacidad antioxidante (Cárdenas, 2001; Kelm et al., 2005; Gabetta et al., 2000; 

Guendez et al., 2005; Revilla and Ryan, 2000; Caillet et al., 2006; Gerogiannaki-

Christopoulou et al., 2006). 

 

Figura 3. Estructura base de las proantocianidinas de la uva. 
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      En la Tabla I, se presenta un breve resumen de los compuestos más representativos 

en la uva identificados en extractos de diferentes variedades.  

Tabla I. Compuestos representativos presentes en extractos derivados de uva. 

Tipo de 

extracto 

Variedad de 

uva 

Compuesto (s) identificado (s) Referencia 

Semilla de 

uva 

Merlot 

Chardonnay 

Muscadine 

Para las tres variedades: Ácido gálico, catequina, 

epicatequina. 

Yilmaz and 

Toledo, 2004 

Vino y 

Semillas 

Tempranillo 

Graciano 

Cabernet 

Suavignon 

Para las tres variedades: catequina, epicatequina, 

epicatequina-3 gallato, dímeros de procianidinas B3, 

B1, T2, B4, B2, B2-3 gallato, y flavan-3-ol. 

Monagas et 

al., 2003 

Semillas Carménerè Catequina, epicatequina, epicatequina-3-O-gallato y 

epigallocatequina. 

Fernández et 

al., 2007 

Piel de uva y 

vino tinto 

Castelão Estilbenos (resveratrol) Sun et al., 

2006 

Extracto de 

semilla de 

uva 

 

N/A 

Proantocinidinas: B1, B2, B3, B4, proantocianidina 

trimérica C1, epicatequina, catequina. 

Köhler et al., 

2008 

 

Piel de uva 

  

N/A 

 

Resveratrol 

Pascual-Martí 

et al., 2001 

Piel de uva Muscadina Antocianinas (Delphinidina, cianidina, petunidina, 

peonidina y maldivina) 

Huang et al., 

2009 

 

Piel y semilla 

de uva 

 

N/A 

Proantocianidina B1, B2, catequina, epicatequina, 

Delphinidina, cianidina, petunidina, peonidina y 

maldivina 

Muñoz et al., 

2008 

 

Fruto 

completo 

Diamond 

muscat 

Selma Pete 

Summer 

muscat 

Ácido caftárico, catequina, rutina, quercetina, para las 

3 variedades, y solamente en la variedad Diamond 

muscat kaempferol 

Breksa et al., 

2010 

 

Piel y 

semillas 

Chardonnay 

Suavignon 

Ácido gálico, metil gallato, catequina, epicatequina, 

epicatequina gallato, procianidina B1 y B2, 

Quercetina, rutina, kaempferol. 

Hollecker et 

al., 2009 

 

      3.3.1 Actividad biológica de la uva y/o sus compuestos 

      Se han realizado múltiples estudios acerca de la actividad biológica de extractos de 

uva (partes) y/o sus compuestos, de entre ellas destaca la actividad antioxidante, ésta es 

la más estudiada mediante una gran variedad de métodos, por ejemplo, Breksa et at., 

2010, determinaron la actividad antioxidante de semillas de uva de la variedad Summer 

muscat mediante el método Folin-Ciocalteu y ABTS, encontrando muy buenos 
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resultados. Kallithraka et al., 2005, determinó mediante el método de DPPH que la 

variedad Limnio y Mandilaria, poseían actividad antirradical estadísticamente similar a 

la vitamina E, mediante el mismo método de DPPH Iacopini et al., 2008, determinó la 

variedad Canaiolo con la mejor actividad antioxidante. Las variedades de uva existentes 

en el mundo poseen una diversidad de compuestos y varia también su actividad, Bozan 

et al., 2008, evaluaron la actividad antioxidante mediante el método de DPPH y ORAC 

de varios tipos de uva, determinando mediante DPPH que la variedad Papaz Karasi fue 

la mejor y mediante el método de ORAC fue la bogazkere. 

      Se han realizado estudios acerca del efecto citotóxico sobre líneas celulares de 

origen tumoral, Veluri et al., 2006, determinaron la eficiencia de un extracto de semilla 

de uva sobre células de cáncer de próstata (PCA, por sus siglas en inglés), también han 

evaluado el resveratrol sobre el crecimiento celular y la metástasis encontrando que 

reduce el volumen y peso del tumor, así como la prevención de la metástasis a pulmón 

en un estudio in vivo (Kimura and Okuda, 2001). También se han evaluado fracciones de 

proantocianinas de uva sobre células MCF-7 de cáncer de mama, encontrando que 

disminuyen la viabilidad y proliferación celular in vitro (Faria et al., 2006).  

      Se ha demostrado que un extracto de semilla de uva rico en proantocianinas previene 

los daños en células Fao expuestas a H2O2 (Llópiz et al., 2004), además de potenciar la 

expresión de las enzimas antioxidantes (Puiggròs et al., 2005) en un estudio similar 

utilizaron un extracto de semilla de uva para evaluar el daño cromosomal en la línea 

celular WIL-NS (linfoblastos), mediante el ensayo de micronúcleos concluyendo que el 

extracto no es genotóxico y previene el daño causado por radicales libres (Sugisawa et 

al., 2004), en un trabajo realizado por Ugartondo et al., 2007, determinaron que la 

actividad antioxidante mediante el método de AAPH y citotóxica sobre keratinocitos, de 
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una fracción de proantocianinas de uva está relacionada. Además se ha determinado que 

las proantocianinas de las semillas de uva son neuroprotectores ya que son capaces de 

sobre-regular la defensa antioxidante atenuando la lipoperoxidación y la oxidación de 

proteínas in vivo (Devi et al., 2006).  

 

      3.4 Aplicaciones de residuos agroindustriales 

      Las agroindustrias producen una gran cantidad de subproductos por año, 

generalmente considerados como residuos pero que pueden llegar a ser un recurso para 

convertirse en fuente de compuestos para la industria farmacéutica. En los últimos años, 

se ha estudiado la posible aplicación de los subproductos de la industria agroalimentaria 

como el orujo de manzana, el cual ha sido utilizado como materia prima para generar 

enzimas, compuestos aromáticos, etanol, ácidos orgánicos y polisacáridos (Vendruscolo 

et al., 2009) o como el orujo de oliva, que ha resultado ser un excelente bioabsorbente, 

removedor de reactivos textiles en agua (Akar et al., 2008), antitrombótico, 

antiaterosclerótico (Tsantila et al., 2007) y vasorelajador (Rodríguez-Rodríguez et al., 

2006). Con el objetivo de darle una aplicación a este tipo de residuos agroindustriales se 

ha trabajado con orujos de arándano, tomate y uva. (Khanal et al., 2009; Altan et al., 

2009; de Campos et al., 2008) 

 

      3.5 Orujo de uva: Estudios, aplicaciones y usos 

      El aprovechamiento de los residuos de las agroindustrias ha llamado la atención, y 

entre ellos el residuo producido por la industria vitivinícola, el orujo, es considerado una 

fuente de compuestos polifenólicos con actividad biológica. De esta manera se han 
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evaluado la actividad biológica así como la determinación de los compuestos presentes 

en algunos orujos obtenidos de varias regiones. 

      Rubilar et al., 2007, evaluaron la composición y la actividad antioxidante de 

extractos etanólicos de Vitis vinifera de la variedad Garnatxa y Cabernet Sauvignon 

(Casa Torres, España) mediante DPPH y TBARS determinando gran poder antioxidante 

para ambas variedades y diferentes compuestos: para el extracto crudo etanólico de la 

variedad Garnatxa encontraron epicatequina, quercetina, vitexina y kaempferol, mientras 

que para la variedad Cabernet Suavignon se encontraron miricetina, ramnetina además 

de Quercetina y kaempferol. 

      Chidambara et al., 2002, realizaron un estudio acerca de la actividad antioxidante de 

un orujo de uva de la variedad Bangalore Blue cultivada en India demostrando mediante 

la peroxidación lipídica, el ensayo de captura del radical hidroxilo y sobre la oxidación 

de lipoproteínas que posee buena actividad para ser aplicado en alimentos así como 

suplementos alimenticios. En un estudio similar, Torres et al., 2002, determinaron los 

compuestos presentes en fracciones de Vitis vinifera de la variedad Parella (Casa Torres, 

España), determinando catequinas monoméricas y triméricas, así como su actividad 

antioxidante obteniendo resultados favorables, además de determinar que el extracto 

muestra poca toxicidad sobre A. salina y que no presenta actividad sobre células 

humanas de melanoma. En un estudio realizado por González-Paramás et al., 2004, 

determinaron la presencia de catequina, epicatequina, epigalocatequina y 

proantocianidinas B1, B2, B3 y B4 en un extracto metanólico de Vitis vinifera de la 

variedad Merlot y Tempranillo (España), determinando además su capacidad 

antioxidante por el método de TBARS. 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, JUSTIFICACIÓN E IMPORTANCIA 

 

      La importancia de este trabajo radica en el hecho de que la uva es un recurso natural 

rico en polifenoles, compuestos con actividad biológica, y que la industria vitivinícola 

mexicana produce un residuo de la elaboración de vino tinto llamado orujo, este residuo 

está formado por ollejos, semillas y tallos de la uva, y el cual no tiene ningún uso, por lo 

que resulta de gran interés utilizar el orujo de uva, para la obtención de un extracto con 

actividad biológica e identificar sus compuestos, para ser utilizado como ingrediente 

funcional o para la elaboración de fito-fármacos.  
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5. HIPÓTESIS 

 

      El extracto metanólico crudo obtenido a partir de orujo de uva (Vitis vinifera Var. 

Ruby Cabernet) del estado de Aguascalientes, México, posee actividad biológica y 

puede ser utilizado como ingrediente funcional o para la elaboración de fito-fármacos. 
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6. OBJETIVOS 

 

6.1 Objetivo general 

      Evaluar la actividad biológica e identificar los compuestos químicos del extracto de 

orujo de uva (Vitis vinifera var. Ruby Cabernet)  

 

6.2 Objetivos específicos 

1. Obtener los extractos del orujo de uva con solventes de diferente polaridad  

2. Seleccionar el extracto con mayor concentración de polifenoles totales mediante 

el ensayo de Vainillina-HCl. 

3. Determinar la actividad antioxidante del extracto de orujo mediante diferentes 

técnicas: 

 DPPH 

 Poder reductor 

 Inhibición de peroxidación lipídica 

4. Evaluar la actividad antitumoral y citotóxica del extracto de orujo sobre la línea 

celular HeLa (ATCC: CCL-2) de adenocarcinoma de cérvix y SiHa (ATCC: 

HTB-35) de carcinoma de células escamosas de cérvix y   la línea celular normal 

Vero (ATCC: CCL-81)  

5. Identificar las familias de metabolitos secundarios presentes en el extracto de 

orujo mediante reacciones químicas. 
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6. Evaluar la toxicidad del extracto de orujo mediante el ensayo de letalidad sobre 

Artemia salina 

7. Evaluar el efecto citoprotector del extracto de orujo de uva sobre la línea normal 

humana de fibroblastos (ATCC: CRL-2522) mediante la técnica de 

incorporación de rojo neutro. 

8. Evaluar los parámetros establecidos para  asegurar la inocuidad y seguridad  en  

los Métodos generales de análisis de la Farmacopea Herbolaria de los Estados 

Unidos Mexicanos (FHEUM), Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 

(FEUM) y Normas Oficiales Mexicanas (NOM´s)  

 MGH-FH-0060 Determinación de cenizas 

 MGH-FH-0080 Agua y materia volátil 

 MGH-FH-0170 Determinación de microorganismos 

9. Identificar los compuestos del extracto de orujo mediante Análisis de 

cromatografía de gases-espectrometría de masas (GS-MS). 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

      7.1 Material vegetal 

         7.1.1 Generalidades 

Ubicación de los viñedos La Bordalesa: 

Se localizan 8 Km al norte de la ciudad de Aguascalientes a 1830 m sobre el nivel del 

mar. 

Clima: 

Predomina el clima semiseco. La temperatura media anual es de 17 a 18°C.  La 

temperatura más alta (30°C o más), se presenta en los meses de mayo y junio y la más 

baja, es alrededor de -4°C, en el mes de enero. Las lluvias son escasas y se presentan 

durante el verano. La precipitación total anual es de 526 mm, por lo que la práctica 

agrícola requiere de riego. 

Suelo: 

Delgado, pobre, arcilloso, calcáreo y de pH alcalino. 

Cantidad de orujo producido: 

250 a 350 toneladas por temporada 

En la Figura 4 se aprecia el cultivo de parras de V. vinifera Var. Ruby Cabernet en la 

región de Aguascalientes, México. 
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Figura 4. Cultivo de Vitis vinifera Var. Ruby Cabernet, en la ciudad de Aguascalientes, 

México. 

 

      7.1.2 Almacenamiento de muestras  

      El orujo fue donado por la industria vitivinícola La Bordalesa (Aguascalientes, 

Mex), fue congelado a -4 °C para su transporte y almacenamiento previo a su 

utilización. Al material vegetal se le realizó el siguiente procedimiento: Se descongeló 

aproximadamente 1 kg de orujo y fue colocado en una charola cubierta por aluminio 

para posteriormente introducirlo a un horno a 40 °C (Riossa, México) durante 2 d para 

su secado, posteriormente fue triturado en un molino Oskar (Wiley, México). El material 

vegetal seco y triturado fue almacenado en frascos de vidrio protegidos de la luz y con 

tapa hermética a temperatura ambiente hasta su utilización. El extracto estandarizado de 

semilla de uva al 95 % en polifenoles, fue donado por Malabar Productos Naturales 

(Guadalupe, Nuevo León, Mex). El polvo fue almacenado en frascos de vidrio protegido 

de la luz y con tapón de rosca a temperatura ambiente hasta su utilización.  

En la Figura 5 se observa las fotografías tomadas al orujo de uva congelado (Figura 

5A) y el orujo de uva seco y listo para ser usado en los procesos de extracción (Figura 

5B). 
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Figura 5. Muestra de orujo de uva congelado (A) y seco (B) 

 

      7.2 Obtención de extractos 

      A partir del material vegetal seco y triturado se realizaron bajo diferentes métodos la 

obtención de extractos del orujo de uva, dichas extracciones se diseñaron a partir de las 

referencias existentes, estudios realizados por diferentes autores que han trabajo con 

extractos de uva (Yilmaz y Toledo, 2004; Monagas et al., 2003; Faria et al., 2003; 

González-Paramás et al., 2004; Ruiz et al., 2005; Torres et al., 2002; Köhler et al., 2008; 

Aquino et al., 2001) 

 

      7.2.1 Obtención del extracto metanólico por agitación (A) 

      Se pesaron 20 g de material vegetal seco y triturado, se colocaron en un matraz con 

50 mL de Metanol (MeOH, CTR Scientific) tapándolo con tapón de caucho recubierto 

con aluminio y sellado con cinta adhesiva, se sometió a una extracción por agitación 

continua en un agitador (Dual Action Shaker Lab-Line) durante 1 día a temperatura 

ambiente, posteriormente se filtró utilizando papel filtro Whatman No 1 (Whatman 

International LTD, England) y se evaporó el solvente en campana de extracción. 

 

      7.2.2 Obtención del extracto metanólico por sonicación (B) 

      Se pesaron 20 g de material vegetal seco y triturado, se colocaron en un matraz con 

50 mL de MeOH (CTR Scientific) y se sometió a sonicación, se realizaron 5 ciclos de 5 

B A 
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min cada uno con un intervalo de 1 min, posteriormente se dejó en reposo durante 24 h, 

posteriormente se filtró utilizando papel filtro Whatman No 1 (Whatman International 

LTD, England) y se evaporó el solvente en un horno (Riossa, México) a 40°C hasta su 

evaporación total. 

 

      7.2.3 Obtención del extracto metanólico por agitación y desengrasado (C) 

      Se pesaron 20 g de material vegetal seco y triturado, se colocaron en un matraz con 

50 mL de MeOH (CTR Scientific) tapándolo con tapón de caucho recubierto con 

aluminio y sellado con cinta adhesiva, se sometió a una extracción por agitación 

continua en un agitador (Dual Action Shaker Lab-Line) durante 1 día a temperatura 

ambiente, posteriormente se filtró utilizando papel filtro Whatman No 1 (Whatman 

International LTD, England), el filtrado se colocó en un vaso de precipitado de 100 mL 

y se colocó en refrigeración a 4 °C durante 24 h como paso de desengrasado, 

posteriormente se decantó la fase insoluble y la soluble se procedió a evaporar el 

solvente en campana de extracción. 

 

      7.2.4 Obtención del extracto metanol-etanol 1:1 con agitación (D) 

      Se pesaron 20 g de material vegetal seco y triturado, se colocaron en un matraz con 

50 mL de una mezcla de metanol-etanol 1:1 (MeOH, EtOH, CTR Scientific) tapándolo 

con tapón de caucho recubierto con aluminio y sellado con cinta maskin tape, se sometió 

a una extracción por agitación continua en un agitador (Dual Action Shaker Lab-Line) 

durante 1 d, posteriormente se filtró utilizando papel filtro Whatman No 1 (Whatman 

International LTD, England) se evaporó el solvente en un horno (Riossa, México) a 40 

°C hasta su evaporación total. 
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7.2.5 Obtención del extracto metanólico desengrasado con hexano por agitación (E) 

Se pesaron 20 g de material vegetal seco y triturado, se colocaron en un matraz con 50 

mL de hexano (CTR Scientific), tapándolo con tapón de caucho recubierto con aluminio 

y sellado con cinta, se sometió a extracción por agitación continua en un agitador (Dual 

Action Shaker Lab-Line) a temperatura ambiente durante 3 días. Posteriormente, se 

separó el solvente mediante filtración utilizando papel filtro Whatman No 1 (Whatman 

International LTD, England), el material vegetal se dejó secar sobre el papel filtro 

durante 1 d a temperatura ambiente en campana de extracción (ProVent Fisher 

Hamilton, EUA). Una vez evaporado el solvente, el material vegetal fue sometido a 

extracción con 150 mL de MeOH (CTR Scientific) con agitación constante y a 

temperatura ambiente. Finalmente, se filtró y se evaporó el solvente en campana de 

extracción hasta sequedad 

 

      7.2.6 Rendimiento de los extractos 

El rendimiento de extracción se obtuvo de la siguiente fórmula:  

                  
  

  
       

Donde: 

PE = Peso obtenido después de la extracción 

PI = Peso inicial del material vegetal a extraer 
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      7.3 Selección del extracto con mayor concentración de polifenoles totales 

mediante el ensayo de Vainillina HCl 

      Los constituyentes activos de la uva son los polifenoles, específicamente las 

proantocianidinas (Figura 3) los cuales representan una gran variedad de polímeros de 

flavan-3-ol como lo son las catequina y las epicatequinas. El ensayo colorimétrico de 

Vainillina-HCl es utilizado para la determinación de proantocianidinas. Este ensayo 

tiene el  siguiente  fundamento: La vainillina es protonada en una solución ácida dando 

como resultado un carbocatión electrofílico débil que reacciona con el anillo flavonoide 

en la posición 6 u 8, el compuesto formado es deshidratado para dar como resultado un 

compuesto con color. 

      La metodología utilizada fue la descrita por Nakamura et al., 2003: se prepararon 

soluciones de catequina (Sigma Aldrich, USA), extracto estandarizado de semilla de uva 

(Tecnoespecialidades S.A de C.V) y extracto de orujo de 5, 10, 50 y 100 µg/mL. Se 

colocaron en volúmenes de 1 mL las soluciones de catequina, semilla de uva y extracto 

de orujo a las diferentes concentraciones a probar en un tubo en ensayo al cual se le 

agregaron 2.5 mL de metanol [control] (CTR Scientific) o 2.5 mL de vainillina al 1 % en 

metanol [muestra] (CTR Scientific) y 2.5 mL de una solución de HCl/Metanol (CTR 

Scientific) 9 M/L. Los tubos con la mezcla de reacción fueron incubados por 20 min a 

30 °C y se realizó la medición de absorbancia a 500 nm y se obtuvo la absorbancia final 

que representa la absorbancia del estándar catequina empleando la siguiente fórmula: 
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Donde: 

A0 =Absorbancia a 500 nm del control de 0 mg de catequina [1mL de metanol + 2.5 mL 

de metanol + 2.5 mL de HCl 9 mol/L] 

Ab = Muestra de 0 mg de catequina [1 mL de metanol + 2.5 mL de vainillina 1 % + 2.5 

mL de HCl 9 mol/L] 

Ac = Control [1 mL de las diferentes soluciones de catequina o soluciones de extracto de 

orujo + 2.5 mL de metanol + 2.5 mL de HCl 9 mol/L] 

Am= Muestra [[1 mL de las diferentes soluciones de catequina o soluciones de extracto 

de orujo + 2.5 mL de vainillina 1 % + 2.5 mL de HCl 9 mol/L] 

Los resultados se reportaron como porcentaje de polifenoles totales en dónde la 

absorbancia de la solución de catequina a 100 µg/mL se tomó de referencia como el 100 

%. 

 

      7.4. Determinación de la actividad antioxidante 

      La actividad antioxidante se evaluó mediante tres pruebas las cuales miden  

diferentes parámetros: la capacidad de capturar el radical libre DPPH, la donación de 

electrones y la inhibición de la formación de hidroperóxidos a partir de ácido linoleico. 

 

      7.4.1 Captura del radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) 

      La capacidad de captura del radical DPPH (Sigma Chemical Co, USA) fue 

determinada de acuerdo al método descrito por Brand-Williams et al., 1995, con 

pequeñas modificaciones: se prepararon soluciones de diferentes concentraciones del 
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extracto metanólico crudo de orujo de uva [EO] (25-150 µg/mL) y Vitamina E (Sigma 

Chemical Co, USA) [VE] (5-25 µg/mL) y se llevaron a un volumen final de 100 µL 

usando MeOH (CTR Scientific). Se colocaron 2 mL de una solución metanólica de 

DPPH (20 µg/mL) en cada tubo, los cuales fueron incubados a temperatura ambiente 

durante 20 min en oscuridad. Se preparó un sistema control sin extracto y un blanco con 

MeOH (CTR Scientific) y se corrió a las mismas condiciones que el extracto de orujo de 

uva para hacer la corrección de la línea base. Pasado el tiempo de incubación, los 

cambios en la absorbancia de las muestras se midieron a 517 nm en espectrofotómetro 

(Thermo Spectronic Genesys 20, USA). La disminución en la absorbancia de la mezcla 

de reacción, indica capacidad atrapante de radicales libre.  

La inhibición del radical DPPH causada por el extracto de orujo y la vitamina E fue 

calculada con la siguiente fórmula: 

                               
                         

          
       

Donde: 

ABSt=0 min  = Absorbancia tiempo 0 min 

ABSt=20 min = Absorbancia después de 20 min de incubación 

Los resultados se expresaron como la concentración efectiva media (EC50) definida 

como la concentración a la cual una muestra causa un decremento del 50 % de la 

concentración inicial de DPPH (Brand-Williams et al., 1995). 

 

      7.4.2 Determinación de poder reductor 

      El poder reductor del extracto metanólico crudo de orujo se determinó de acuerdo al 

método descrito (Zou et al., 2004; Oyaizu et al., 1986), reduciendo Fe
3+

 a Fe 
2+

 con 
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pequeñas modificaciones: las soluciones evaluadas tanto del extracto de orujo y el ácido 

ascórbico [Grado alimenticio, Tecnoespecialidades Comerciales S.A de C.V, México] 

(20-1000 µg/mL) fueron preparadas en tubos cónicos ajustando un volumen final de 1 

mL con MeOH (CTR Scientific), se adicionaron 2.5 mL de buffer de fosfatos (0.2 M, 

pH 6.6) y 2.5 mL de una solución al 1 % de ferricianuro de potasio (Sigma Chemical 

Co, USA.). Esta mezcla fue incubada en baño de agua a 50 °C durante 30 min, 

posteriormente se adicionaron 2.5 mL de una solución al 10 % de ácido tricloroacético 

(Sigma Chemical Co, USA.). La mezcla se dejó reaccionar por 10 min a temperatura 

ambiente. Del tubo de reacción se tomaron 2.5 mL y se colocaron en un tubo de vidrio, 

al cual se le adicionaron 2.5 mL de agua destilada (Laboratorios Monterrey S.A de C.V, 

México) y 0.5 mL de una solución al 0.1 % de cloruro férrico (Sigma Chemical Co, 

USA.); esta mezcla se mantuvo durante 10 min a temperatura ambiente, y se medirá el 

poder reductor del extracto a 700 nm en el espectrofotómetro (Thermo Spectronic 

Genesys 20, USA). El incremento en la absorbancia de la mezcla de reacción indica 

capacidad reductora de la sustancia ensayada. 

 

      7.4.3 Inhibición de peroxidación lipídica 

      La evaluación de la protección a la peroxidación de lípidos se llevó a cabo mediante 

la técnica de inhibición de oxidación de ácido linoleico descrita (Zou et al., 2004; 

Mitsuda et al., 1966). Se preparó una emulsión con 0.28 g de ácido linoleico (Sigma 

Chemical Co, USA), 0.28 g de Tween 20 (Sigma Chemical Co, USA) como 

emulsificador y 50 mL de buffer de fosfatos (0.2 M, pH 7.0), esta mezcla se homogenizó 

en oscuridad total. Para las mezclas de reacción se utilizaron frascos con rosca cubiertos 

de la luz, se colocaron 0.5 mL de las soluciones etanólicas (CTR Scientific) del extracto 
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de orujo o del extracto estandarizado de semilla de uva [Tecnoespecialidades S.A de 

C.V](50, 100 y 500 µg/mL), 2.5 mL de la emulsión de ácido linoleico y 2 mL de buffer 

de fosfatos (0.2 M, pH 7.0), posteriormente se incubó a 37 °C en oscuridad para acelerar 

el proceso de peroxidación. Los niveles de peroxidación se determinaron de acuerdo al 

método de tiocianato: se colocaron 5 mL de etanol (CTR Scientific) al 75 % en un tubo 

de vidrio, 100 µL de tiocianato de amonio al 30 % (Sigma Chemical Co, USA), 100 µL 

de la mezcla de reacción incubada y 100 µL de una solución de cloruro ferroso (Sigma-

Aldrich, St Louis, USA) 20 mM en 3.5 % de HCl. Se dejó incubar por 5 min en baño 

maría a 45°C, se realizó la lectura de absorbancia a 500 nm por espectrofotometría 

(Thermo Spectronic Genesys 20, USA). Como control se empleó la emulsión sin 

antioxidante. El porcentaje de inhibición de la peroxidación de ácido linoleico se 

determinó a las 84 h con la siguiente fórmula (Oyaizu, 1986):  

                                     
          

          
       

Donde: 

ABS trt t=84 = Absorbancia de la muestra a las 84 h 

ABS ctr t=84 = Absorbancia del control a las 84 h 

El incremento en la absorbancia indica la presencia de peróxido formado durante la 

incubación de la emulsión. 

 

      7.5 Actividad antitumoral y citotóxica mediante el ensayo de CellTiter-Blue
®

 

      El cultivo de las líneas celulares adherentes HeLa de adenocarcinoma de cérvix 

(ATCC: CCL-2) y SiHa de carcinoma de células escamosas de cérvix (ATCC: HTB-35), 

se mantuvieron en medio DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium, Cellgro, 
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Herndon, VA), la línea Vero de riñón de mono verde (ATCC: CCL-81) se mantuvo en 

medio M-199 (GIBCO, invitrogen, USA) fueron suplementados con 10 y 4 % de Suero 

Bovino Fetal (Fetal bovine SERUM Qualified GIBCO) estéril descomplementado y una 

mezcla de antibióticos (10,000 U/mL de penicilina (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) y 10 

mg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) respectivamente.  

 

      7.5.1 Mantenimiento de los cultivos celulares 

      Las líneas celulares adherentes se mantuvieron en botellas de cultivo (Corning, 

USA). Se utilizaron cultivos confluentes de cada línea celular, realizando exclusión con 

azul de tripano (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) antes de cada ensayo o resiembra para 

comprobar la viabilidad de la línea celular.  

 

      7.5.1.1 Cinéticas de Crecimiento de las líneas celulares 

      Se realizaron cinéticas de crecimiento para determinar la fase logarítmica de las 

líneas celulares, donde las células muestran su mayor actividad, durante 6 días 

colocando como densidad celular inicial 2,000 células/mL con el medio de cultivo 

respectivo según la línea celular. A partir de cultivos confluentes de las líneas celulares 

HeLa, SiHa y Vero, se retiró el medio de cultivo y se hicieron dos lavados con buffer de 

fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés Phosphate buffer solution), se despegaron las 

células con tripsina al 0.25 % (Trypsin 1X, Cellgro Mediatech Inc, Herdon VA) y se 

cosecharon en tubos cónicos de 15 mL. Los tubos se centrifugaron a 1000 rpm/10 min, 

el sedimento celular se re-suspendió en 2 mL de medio con suero según la línea celular; 

se contó el número de células en un hemocitómetro y se preparó una suspensión de 

2,000 cel/mL las cuales fueron colocadas en cajas Petri (Corning, New Jersey, USA) se 
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incubaron las cajas Petri a 37°C con 5 % de CO2 y atmósfera húmeda. Se realizaron 3 

ensayos independientes con 2 repeticiones cada uno, cada 24 h durante 6 d, se 

despegaron las células con tripsina a dos cajas Petri de cada línea celular y se contó el 

número de células, utilizando un hemocitómetro. Para cada línea celular se obtuvo su 

Tiempo de generación (G) que es el tiempo requerido para que una célula se divida  o 

una población se duplique y fue determinado mediante la siguiente fórmula: 

                         
 

           
 

Donde: 

G = Tiempo de generación  

t = Tiempo determinado 

3.3 = Constante 

Nb = Número de células a un tiempo determinado 

Na = Número de células iniciales 

 

      7.5.2 Ensayo de CellTiter-Blue
®

 

      Para evaluar la actividad antitumoral y citotóxica se utilizó el ensayo de CellTiter-

Blue
®
. Se colocaron 3,000 cel/pozo en un volumen de 100 µl en microplacas de 96 

pozos, posteriormente se incubaron por 24 h a 37°C en atmósfera húmeda y 5 % de CO2, 

al pasar dicha incubación se colocaron las soluciones a probar del extracto de orujo y del 

extracto estandarizado de semilla de uva (50, 100, 200, 250, y 500 µg/mL ) en muestras 

de 100 µL y se incubó una vez más bajo las condiciones antes mencionadas durante 24 

h. Posteriormente se eliminaron 50 µL de los pozos control y se sustituyeron por 50 µL 

de Tritón X-100 (Merck, Darmstadt Alemania), se volvió a incubar durante 30 min, al 
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término de la incubación se colocaron 10 µL del reactivo CellTiter-Blue
® 

(Promega, 

Madison WI,USA) a cada uno de los pozos, incubando una vez más bajo las mismas 

condiciones durante 30 min. Finalmente se realizó la lectura de la absorbancia en un 

lector de microplacas a 550 nm con un filtro diferencial de 630 nm (BIO-TEK, USA). 

Como control positivo, se utilizó Tritón X-100 (Merck, Darmstadt Alemania), el cual es 

un surfactante no-iónico usado comúnmente para permeabilizar las membranas de 

células eucariotas provocando lisis celular. Los resultados son expresados como 

porcentaje de viabilidad determinando la CI50 (Concentración de muestra que causa el 

50 % de inhibición del crecimiento o muerte de la densidad celular). 

 

      7.6 Identificación de las familias de metabolitos secundarios 

      El extracto crudo metanólico de orujo de uva fue sometido a diversas pruebas 

químicas para identificar la presencia de familias de metabolitos secundarios mediante 

pruebas coloridas que identifican los grupos funcionales de cada familia. (Domínguez, 

1973) 

 Prueba de Salkowski: para esteroles y metilesteroles. Se adicionó a la muestra (1-

2 mg en 1 mL de cloroformo) 1 mL de ácido sulfúrico, desarrollando colores 

amarillo o rojo. 

 Prueba de Shinoda: para compuestos de tipo flavonoide. 1.0 mg de la muestra se 

disolvió en etanol y se añadieron unas limaduras de magnesio, se calentó a 60 °C 

y después se añadieron unas gotas de HCl por las paredes. Se consideró positiva 

con la aparición de colores naranja-rojo, rosa, azul o violeta. 
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 Prueba de ácido sulfúrico: para sesquiterpenlactonas. Se utilizaron 2 soluciones 

que se mezclaron en volúmenes iguales antes de usarse, la solución A), un gramo 

de ácido pícrico en 100 mL de etanol; solución B), 10 g de hidróxido de sodio en 

100 mL de agua. La prueba se consideró positiva cuando se desarrolló una 

coloración naranja o roja obscura. 

 Prueba de Dragendorff: modificación de Munier y Machelobuf, para alcaloides. 

Solución A: se disolvieron 0.85 g de nitrato de bismuto, en una mezcla de 10 mL de 

ácido acético glacial y 40 mL de agua. 

Solución B: se disolvieron 8.0 g de yoduro de potasio en 20 mL de agua. 

El reactivo se preparó mezclando 5 mL de solución A), 4 mL de solución B) y 100 mL 

de agua. La prueba se consideró positiva para alcaloides al dar la placa coloración roja o 

naranja, persistente por 24 h. 

 Prueba de Permanganato de potasio: para dobles enlaces. Se preparó una 

solución de permanganato de potasio al 2 % en agua, se disolvieron 0.2 mg de 

muestra en agua, acetona o metanol después se tomó un capilar y se le agregó la 

solución de permanganato de potasio. La prueba se consideró positiva al 

producirse decoloración del reactivo. 

 Prueba de cloruro férrico: para oxhidrilos fenólicos. Se disolvió una pequeña 

cantidad de muestra en etanol y se añadió una gota de solución de cloruro férrico 

en agua (2.5 %), la aparición de una coloración o precipitado rojo, azul, violeta o 

verde se consideró positiva. 
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 Prueba de 2,4-Dinitrofenilhidracina: para grupos carbonilo. En un tubo de ensayo 

se disolvieron 50 mg de 2,4-dinitrofenilhidracina en 1 mL de etanol caliente. Se 

agregaron 50 mg de la muestra y se calentó a baño de agua por 10 a 15 min; se 

dejó en reposo y luego se enfrió a baño de hielo, la aparición de un precipitado 

indicó la presencia de un grupo carbonilo. 

 Prueba de Molish: para azúcares. En un tubo de ensayo se colocó la muestra, se 

le añadieron 3 gotas de reactivo de Molish y se agitó. Después se inclinó el tubo 

y se depositaron por la pared 2 mL de ácido sulfúrico concentrado. La prueba se 

consideró positiva cuando hubo formación de un anillo coloreado en la interfase. 

El reactivo se preparó disolviendo 1 g de α-naftol en 100 mL de etanol al 95 %  

      7.7 Ensayo de letalidad sobre Artemia salina 

      El ensayo de letalidad sobre A. salina se realizó según lo descrito (Meyer et al., 

1982), con algunas modificaciones: en un eclosionador de vidrio de 25 x 15 cm con tapa 

y dividido en dos secciones por la mitad, con una sección oscura, se colocaron 0.1 g de 

huevecillos de A. salina en 300 mL de agua de mar simulada (40 g de sal de mar 

[Coralife Scientific Grand Marine Salt] aforando a 1 L de agua destilada) con aireación 

continua (bomba de acuario ELITE 799 ) y con luz blanca irradiada de una lámpara de 

11 W a 20 cm del eclosionador, finalmente se cerró con la tapa y se incubaron por 48 h. 

Una vez eclosionados, se colocaron 10 nauplios de A. salina en el 2° estadío en una 

microplaca de 96 pozos en un volumen de 100 µL de agua de mar, posteriormente se 

colocaron las concentraciones a probar en un volumen de 100 µL. Las soluciones del 

extracto de orujo a diferentes concentraciones así como las de dicromato de potasio, 

utilizado como control positivo, fueron preparadas en agua de mar. Los nauplios de A. 
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salina estuvieron expuestos a las soluciones de extracto durante de 24 h bajo las mismas 

condiciones. Después de este tiempo se procedió a evaluar los resultados: primeramente 

se contabilizaron los nauplios muertos con ayuda de un estereoscopio (IROSCOPE 

WB2, EUA), posteriormente se colocaron 50 µl de etanol (CTR Scientific) para 

sacrificar el resto de los nauplios y realizar un recuento total, obteniendo por diferencia 

el número de nauplios vivos en cada pozo. Los resultados fueron expresados como CL50 

(Concentración letal que causa la muerte del 50 % de los miembros de una población). 

El criterio de toxicidad fue el asignado por Déciga-Campos et al., 2007: El compuesto 

y/o extracto será no tóxico si la CL50 sea una concentración mayor de 1000 µg/mL, 

moderadamente tóxico cuando la CL50 sea una concentración menor o igual a 500 

µg/mL y tóxico cuando la CL50 sea una concentración menor de 500 µg/mL. 

 

      7.8 Evaluación del efecto citoprotector mediante el ensayo Rojo Neutro (RN) 

      El ensayo de RN se llevó a cabo según el método descrito por (Borenfreund and 

Puerner, 1985; Santa María et al., 2001; Bayoumi et al., 2002) con ligeras 

modificaciones, el fundamento de la técnica se basa en la conversión del colorante 

resazurin para medir la capacidad metabólica de la célula, es decir las células viables 

poseen la habilidad de reducir la resazurin (azul) a resorufin (tonalidades rosa-morado) 

mediante enzimas mitocondriales, citosólicas y microsomales, por lo que las células no 

viables no reducen el colorante. La técnica se realizó de la siguiente manera: el cultivo 

de la línea celular normal adherente de fibroblastos humanos (ATCC: CRL-2522) se 

mantuvo en medio MEM (Minimum Essential Medium Eagle, Cellgro, Herndon, VA) 

suplementado con 10 % de Suero Bovino Fetal inactivado se utilizaron cultivos 

confluentes del 80 % de la línea celular, se colocaron 5,000 cel/pozo (contadas en un 
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hemocitómetro) en una microplaca de 96 pozos, se dejaron incubar 24 h a 37°C en 

atmósfera húmeda y 5 % de CO2, pasado el tiempo de incubación se colocaron por 

triplicado las diferentes soluciones: extracto de orujo (100, 50 y 25 µg/mL), peróxido de 

hidrógeno [H2O2 Laboratorios Jaloma, Guadalajara, Mex] (como agente oxidante 20, 10 

y 5 µM), mezclas de extracto de orujo-H2O2, Tritón X-100 al 0.2 % en PBS (control 

positivo) y únicamente células con medio de cultivo como control negativo en 

volúmenes de 100 µL, se dejaron incubar durante 24 h bajo las mismas condiciones, 

posteriormente se retiró el medio conteniendo las muestras y se sustituyó con 100 µL de 

una solución de RN (Sigma Chemical Co, USA) en medio MEM (0.5 %), se dejó 

incubar durante 1 h, luego se retiró la solución de RN y se hicieron 2 lavados con PBS, 

posteriormente se colocó la solución desteñidora (Ácido acético glacial [CTR 

Scientific], 1 %, agua destilada 49 % y alcohol etílico [Sigma Chemical Co, USA.] 50 

%), se incubó la microplaca por 15 min y finalmente se realizó la lectura de absorbancia 

en un lector de microplacas a 490 nm. Los resultados son expresados como porcentaje 

de citoprotección. Un aumento en el porcentaje de citoprotección de las mezclas de 

extracto de orujo-oxidante respecto a los porcentajes de las muestras individuales, indica 

citoprotección.  

                     
                 

      
        

Donde: 

ABSctr = Absorbancia de células no tratadas 

ABStrat = Absorbancia de células tratadas con muestras individuales y/o mezclas de 

extracto-oxidante 
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      7.9 Métodos generales de análisis de la Farmacopea Herbolaria de los Estados 

Unidos Mexicanos (FHEUM) y Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 

(FEUM) 

            7.9.1 Determinación de cenizas MGH-FH-0060 

      La determinación de cenizas totales se siguió como se describe en FHEUM y 

FEUM. Cenizas totales se define como: La cantidad total de materia que queda después 

de la ignición. Incluye tanto a las ―cenizas fisiológicas‖, que proceden del tejido mismo 

de las plantas, como las ―cenizas no fisiológicas‖ que son el residuo de la materia 

extraña adherida a la superficie de la planta. El procedimiento realizado fue el siguiente: 

se colocó alrededor de 1 g de extracto en un crisol previamente tarado y de peso 

conocido, se registró el dato como Pc, y se tomó el peso exacto del extracto en gramos 

como Pi, posteriormente se incineró la muestra en una mufla (Thermoline 1300, Iowa, 

EUA), aumentando gradualmente la temperatura de 500 a 600 °C hasta que esté blanco, 

lo cual indica ausencia de carbón. Posteriormente se dejó enfriar en un desecador y se 

tomó el peso. Si la muestra no es totalmente incinerada se le da el siguiente tratamiento: 

se enfria el crisol y se moja el residuo con 2 mL de agua o de una solución saturada de 

nitrato de amonio, se seca en baño de agua, finalmente en una plancha de calentamiento 

y se lleva a peso constante en la mufla. Finalmente se deja enfriar las cenizas en un 

desecador durante 30 min y se pesa, el peso se registra como Pf. 

El porcentaje de cenizas totales del extracto se obtuvo de la siguiente fórmula: 
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Donde: 

Pi = peso de la muestra en gramos 

Pc = peso del crisol en gramos 

Pf = peso final de la muestra más el crisol 

      7.9.2 Agua y materia volátil mediante pérdida por secado MGH-FH-0080 

      Se determinó la materia volátil mediante el método gravimétrico de pérdida por 

secado como se describe en FHEUM y FEUM. Éste método determina tanto agua como 

materia volátil, un exceso de agua en materiales vegetales o extractos fomentará el 

crecimiento microbiano, la presencia de hongos y el deterioro seguido de hidrólisis, por 

lo que ésta técnica determina la materia volátil eliminada del extracto al someterla a 

condiciones de temperatura específicas. La metodología fue la siguiente: se colocó un 

pesafiltros en un horno de convección (Isotemp Oven 506 G, FISHER SCIENTIFIC, 

USA) a 100°C durante 1 h, con unas pinzas para crisol se retiró el pesafiltros del horno y 

se introdujo en un desecador durante 30 min, posteriormente se colocó el pesafiltros en 

una balanza analítica registrando el peso como Pv y con este se hace la tara en la balanza 

analítica a 0 g. Se coloca 1 g de extracto dentro del pesafiltros y se registra el peso 

exacto en g como Pi. Se lleva el pesafiltros conteniendo el extracto al horno de 

convección a 100 °C durante 1 h, después del tiempo indicado se transfiere el pesafiltros 

al desecador por 30 min. Finalmente se pesa, registrando el dato como Pfv. 

La pérdida por secado se obtuvo de la diferencia de pesos con la siguiente fórmula: 
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Donde:  

Pi = peso inicial de la muestra en gramos 

Pf = Peso final de la muestra en gramos, obtenido de Pfv-Pv 

Ps = Peso perdido durante el secado 

Para calcular la pérdida por secado en porcentaje (%) se utilizó la siguiente fórmula: 

                            
     

  
        

Donde: 

% Ps = Porcentaje de perdida por secado 

Ps = Peso perdido durante el secado en gramos 

Pi = Peso inicial de la muestra en gramos 

 

      7.9.3 Determinación de microorganismos  

      El material procedente de las plantas tiene normalmente un gran número de bacterias 

y moho, con frecuencia provenientes del suelo, por lo que es necesario que se cumpla 

con métodos que aseguren la inocuidad de un extracto o planta. 

      La determinación de microorganismo se realizó según lo descrito en la FHEUM 

(MGA-FH 0170 Determinación de microorganismos) así como en las Normas Oficiales 

Mexicanas vigentes (NOM-092-SSA1-1994, Bienes y Servicios. Método para la cuenta 

de bacterias aerobias en placa; NOM—111-SSA1-1994, Bienes y Servicios. Método 

para la cuenta de mohos y levaduras en alimentos; NOM—113-SSA1-1994, Bienes y 

Servicios. Método para la cuenta de microorganismos coliformes totales en placa) 

correspondiente para cada tipo de microorganismo: Bacterias anaerobicas, coliformes 

totales, hongos y levaduras. 
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      El procedimiento se realizó para cada microorganismo de la siguiente manera, 

modificando lo indicado según correspondía a cada microorganismo:  

Se preparó el medio de cultivo correspondiente para cada microorganismo: Agar para 

métodos estándar, agar dextrosa y papa y agar de bilis y rojo violeta para bacterias 

anaerobias, hongos y levaduras así como coliformes totales respectivamente, según las 

instrucciones del fabricante (BDBIOXON, Becton Dickinson, Mex), se realizaron las 

diluciones decimales 1:10 para que 1 mL de extracto presentara entre 30 UFC/mL y 300 

UFC/mL, se inocularon por duplicado 1 mL de cada dilución en cajas Petri estériles 

desechables, posteriormente se añadieron de 15 a 20 mL de medio de cultivo a cada caja, 

se agitaron con movimientos en forma de ocho, se incluyó una caja sin extracto por cada 

lote de medio y diluyente preparado como testigo de esterilidad. Se dejó en reposo para 

que el medio solidificara, posteriormente se incubaron las placas en posición invertida 

en una incubadora (BOEKER SCIENTIFIC, 132000M, USA) a 37 °C durante 48 a 72 h 

para bacterias anaerobias y coliformes totales y de 20 °C a 25 °C (temperatura ambiente) 

para hongos y levaduras durante 5 a 7 días. Después de la incubación, según 

correspondía a cada microorganismo, las placas con cuentas de 30 a 300 colonias serán 

identificadas y se realizará el conteo indicado haciendo un promedio en caso de que dos 

o más diluciones estén en el intervalo apropiado. 

 

      7.10 Identificación de los compuestos presentes en el extracto 

      7.10.1 Análisis de cromatografía de gases-espectrometría de masas (GS-MS, por 

sus siglas en inglés Gas chromatogaphy-mass espectrometry)  

      El estudio se realizó utilizando un equipo GC AGILENT 6890A, MSD AGILENT 

5973N. El horno se determinó a una temperatura inicial de 80°C con una temperatura 
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final de 320° C, siendo utilizado a 270°C en proporción 20:1, y utilizando una columna 

capilar HP-5MS de 0.25 mm x 30 m x 0.25 µm con un flujo inicial de 1.0 mL/min. En el 

caso del aparato para determinación de espectrometría de masas (MSD) se operó en 

modo de escaneo cuyos parámetros se determinaron como 20 para los de masa baja y de 

550 como los de masa alta. 

Los resultados de éste análisis fueron sometidos a revisión en la base de datos 

Wiley7n.1, para determinar compuestos por su peso molecular. 

      7.11 Análisis estadístico 

      Todos los datos se expresaron como la media ± desviación estándar (DE) de tres 

ensayos independientes con 3 replicados. Las comparaciones estadísticas fueron hechas 

mediante la prueba de t-Student, para los ensayos de DPPH, poder reductor e inhibición 

de la peroxidación, mientras que para el ensayo de letalidad sobre A. salina, la CL50 se 

obtuvo de un análisis PROBIT. Para la citotoxicidad, los resultados se analizaron como 

porcentajes de viabilidad comparadas con los pozos control (la media de la densidad 

óptica de las células no tratadas se consideraron el 100 % de viabilidad) en términos de 

su CI50 calculada de una curva dosis-respuesta por regresión lineal. El ensayo de efecto 

citoprotector se analizó mediante análisis de varianza seguido de un análisis post hoc de 

Fisher´s. Todos los análisis fueron realizados utilizando el paquete estadístico SPSS 

(17.0), considerando las diferencias estadísticamente significativas a una p < 0.05. 
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8. RESULTADOS 

 

      De los diferentes métodos de extracción empleados en esta investigación, se 

obtuvieron cinco extractos denominados con las letras A a la E, en la Tabla II se 

presentan los rendimientos obtenidos para cada extracto, siendo el extracto D el de 

mayor rendimiento y el extracto B el de menor rendimiento. 

 

Tabla II. Rendimiento de los extractos obtenidos del orujo de uva 

Extracto Rendimiento 

(%) 

A-  Metanólico por agitación 2.16 

B- Metanólico por sonicación 1.06 

C- Metanólico por agitación y desengrasado 3.50 

D- Metanol-Etanol 1:1 con agitación 8.11 

E- Metanólico desengrasado con hexano por 

agitación 

2.23 

 

      Una vez obtenidos los rendimientos de los extractos se procedió a evaluar el 

contenido de polifenoles de cada uno mediante el ensayo de vainillina-HCl, para 

seleccionar el extracto que presentara el porcentaje similar o mayor al presentado por la 

catequina a una concentración de 100 µg/mL, los porcentajes obtenidos se muestran en 

la Tabla III, como podemos observar el extracto E presentó 35 % comparado con el 40 
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% que presentó la catequina, por lo que dicho extracto fue el seleccionado para evaluar 

su actividad biológica. En la Figura 6 se muestra el extracto E en proceso de 

evaporación del solvente, como se puede apreciar el extracto presenta un color morado 

indicativo de la presencia de compuestos como antocianinas que se encargan de dar el 

color rojo-morado a las uvas y otras frutas. 

 

Tabla III. Selección de un extracto de orujo mediante el ensayo de vainillina-HCl 

Muestra 

(100 µg/mL) 

Parámetro  

(%) 

Catequina 100 

Extracto de 

semilla de uva 

40 

Extracto A 7 

Extracto B 3 

Extracto C 13 

Extracto D 17 

Extracto E 35 

 

 

 

Figura 6. Extracto metanólico desengrasado con hexano y extraído por agitación 

continua (E) en proceso de evaporación del solvente 

 

      En cuanto a la actividad antioxidante, mediante el método de DPPH se obtuvo una 

EC50 para el extracto de orujo de 24 µg/mL y no presenta diferencia significativa con la 
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vitamina E (p < 0.05) cuya EC50 fue una concentración de 25 µg/mL. En la Figura 7 se 

muestra el porcentaje de captura del radical DPPH causado por el extracto de orujo y la 

vitamina E. 

 

Figura 7. Captura del radical libre DPPH causado por el extracto de orujo (EO) [E] y 

por la vitamina E (VE). 

 

      El extracto de orujo posee poder reductor, como se puede observar en la Figura 8, el 

extracto de orujo no presenta diferencia significativa a 1000 µg/mL, sin embargo para 

las concentraciones menores, presenta un comportamiento mucho menor al presentado 

por el ácido ascórbico, utilizado como control positivo. 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

25 50 75 100 150 200 250

C
a

p
tu

ra
 d

el
 r

a
d

ic
a

l 
D

P
P

H
 (

%
)

Concentración (µg/mL)

VE

EO

* 



62 
 

 

Figura 8. Poder reductor del extracto de orujo (EO) [E] y del ácido ascórbico (AA). 

 

      Del ensayo de inhibición de peroxidación lipídica se obtuvieron los siguientes 

resultados: el extracto de orujo de uva es capaz de inhibir la formación de 

hidroperóxidos a partir del ácido linoleico hasta en un 70 % a 500 µg/mL (Figura 9A), 

mientras que para el extracto de semilla de uva estandarizado (95 % de polifenoles), las 

concentraciones necesarias para la inhibición fueron menores, ya que a 50 µg/mL inhibe 

en un 60 % aproximadamente (Figura 9B). 
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Figura 9. Inhibición de la formación de peróxidos por el extracto de orujo (A) [E] y por 

el extracto de semilla de uva (B) 

 

      Para las pruebas de actividad antitumoral in vitro, se mantuvieron cultivos 

confluentes de las líneas celulares adherentes HeLa, SiHa y Vero (Figura 10) a partir de 

las cuales se procedió a realizar las cinéticas de crecimiento (Figura 11) 

correspondientes a cada línea celular para obtener su tiempo de generación (G) y 

determinar el número de células colocadas para cada ensayo, como se puede observar en 

la Figura 11, las líneas tumorales HeLa y SiHa son las de mayor crecimiento.  
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Figura 10. Cultivos confluentes de las líneas celulares HeLa (A), SiHa (B) y Vero (C) 
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Figura 11. Cinéticas de crecimiento para las líneas HeLa (A), SiHa (B) y Vero (C) con 

el tiempo de generación (G) determinado para cada línea celular. 
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      El extracto de orujo posee actividad antitumoral sobre las líneas HeLa 

(adenocarcinoma de cérvix) y SiHa (carcinoma de células escamosas de cérvix) 

mediante el ensayo de CellTiter Blue®, presentando una IC50 de 51 y 53 µg/mL 

respectivamente, y un efecto citotóxico sobre células Vero con una IC50 de 48 µg/mL. 

Para el extracto de semilla de uva se determinó una IC50 de 50 µg/mL para las líneas 

HeLa y SiHa, mientras que para las Vero presentó una IC50 de 40 µg/mL. En la Tabla 

IV se muestran las viabilidades celulares de las tres líneas cuando fueron tratadas con 

extracto de orujo y extracto de semilla de uva. 

 

Tabla IV. Efecto antitumoral (HeLa y SiHa) y citotóxico (Vero) del extracto de orujo de 

uva [E] así como el extracto de semilla de uva mediante el ensayo de CellTiter Blue®. 

 

Concentración 

(µg/mL) 

Viabilidad celular (%) 

HeLa SiHa Vero 

EO SU EO SU EO SU 

50 52 ± 0.03 50 ± 0.09 55 ± 0.08 50 ± 0.01 42± 0.09 36±0.02 

100 56 ± 0.07 74 ± 0.05 52 ± 0.10 51 ±0.04 49± 0.02 41± 0.01 

200 55 ± 0.02 74 ± 0.06 53 ± 0.48 69 ± 0.21 50± 0.15 44± 0.21 

250 59 ± 0.04 75 ± 0.09 56 ± 0.46 77 ± 0.17 52± 0.23 45± 0.48 

500 66 ± 0.13 73 ± 0.07 60 ± 0.10 83 ± 0.11 64± 0.20 45± 0.50 

EO = Extracto metanólico crudo de orujo de uva 

SU = Extracto estandarizado de semilla de uva 

 

      En las Figuras 12, 13 y 14 se pueden observar los daños ocasionados a las 

respectivas líneas celulares, la Figura 12 A presenta los daños del extracto de orujo 
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sobre las células HeLa, se puede observar una notable disminución celular, células 

apoptóticas y multinucleadas, lo mismo para la Figura 13 que presenta a las células 

SiHa, y para las células Vero (Figura 14) se observa la ausencia de una gran parte de la 

monocapa, por lo que resultaron las más sensibles a ambos extractos. 

 

 

Figura 12. Actividad antitumoral del extracto de orujo de uva [E] y del extracto de 

semilla de uva sobre células HeLa. 

A) Control de la línea celular 

B) Control positivo, Tritón X-100 

C) Extracto de orujo, 50 µg/mL 

D) Extracto de semilla de uva, 50 µg/mL 
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Figura 13. Actividad antitumoral del extracto de orujo de uva [E] y del extracto de 

semilla de uva sobre células SiHa. 

A) Control de la línea celular 

B) Control positivo, Tritón X-100 

C) Extracto de orujo, 50 µg/mL 

D) Extracto de semilla de uva, 50 µg/mL 
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Figura 14. Actividad citotóxica del extracto de orujo de uva [E] y del extracto de 

semilla de uva sobre células Vero. 

A) Control de la línea celular 

B) Control positivo, Tritón X-100 

C) Extracto de orujo, 50 µg/mL 

D) Extracto de semilla de uva, 50 µg/mL 
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      En la Tabla V se muestran las familias identificadas en el extracto de orujo de uva, 

mediante reacciones químicas específicas, se determinó la presencia de esteroles y 

metilesteroles, flavonoides, sesquiterpenlactonas, alcaloides, dobles enlaces, oxhidrilos 

fenólicos y cumarina mientras que no se detectaron azúcares y grupos carbonilo. 

 

Tabla V. Identificación de las familias de metabolitos secundarios mediante reacciones 

químicas específicas en el extracto de orujo de uva [E]. 

Prueba química Resultado 

Esteroles y metilesteroles 

(Salkowski) 

+ 

Flavonoide 

(Shinoda) 

+ 

Sesquiterpenlactonas 

(Ácido sulfúrico) 

+ 

Alcaloides 

Dragendorff) 

+ 

Dobles enlaces 

(Permanganato de Potasio) 

+ 

Oxhidrilos fenólicos 

(Cloruro férrico) 

+ 

grupos carbonilo 

(2,4-Dinitrofenilhidracina) 

- 

Azúcares 

(Molish) 

- 

Coumarinas 

 

+ 

 

      Para el ensayo de citoprotección se utilizó una línea normal de fibroblastos humanos, 

se obtuvieron los porcentajes de viabilidad de las muestras individuales de H2O2 y 

extracto de orujo de uva, dichas viabilidades se presentan en la TablaVI, como se puede 

observar el H2O2 resulta muy tóxico para los fibroblastos a todas las concentraciones 

probadas, sin embargo, para el extracto de orujo se presentan viabilidades altas por lo 

que el extracto no resulta tóxico para las células. 
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TablaVI. Viabilidad celular presentada en el ensayo de citoprotección causada por la 

exposición de H2O2 y el extracto de orujo de uva [E]. 

Concentración 

(µg/mL) 

Viabilidad celular 

(%) 

H2O2 [10] 34 

H2O2 [20] 29 

H2O2 [40] 25 

E [25] 85 

E [50] 74 

E [100] 71 

 

      Se probaron mezclas del agente oxidante (H2O2) y antioxidante (extracto de orujo de 

uva) a diferentes concentraciones para ser agregados al cultivo de fibroblastos, de éste 

ensayo se obtuvieron nuevamente las viabilidades celulares y se obtuvieron los 

siguientes resultados: el extracto de orujo ofrece citoprotección al daño ocasionado por 

el H2O2 in vitro, como podemos observar en la Figura 15, las mezclas de extracto-

oxidante: 100 µg/mL-40 µM, 100 µg/mL-20 µM y 50 µg/mL-20 µM favorecen la 

recuperación de la viabilidad celular incrementándola en un 32, 28 y 26 % 

respectivamente, en comparación al daño causado por el oxidante de manera individual. 
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Figura 15. Efecto citoprotector de las mezclas antioxidante-oxidante del extracto de 

orujo de uva [E] frente al daño ocasionado por agente oxidante (H2O2). 

 

      Mediante el ensayo de letalidad sobre Artemia salina, se obtuvo una CL50 de 1195 

µg/mL mediante el método PROBIT utilizando el programa SPSS 10.0. (TablaVII), por 

lo que el extracto es considerado no tóxico. 

Tabla VII. Valores PROBIT obtenidos del ensayo de A. salina para determinar la CL50. 
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      La Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos y la Farmacopea de los 

Estados Unidos Mexicanos (FHEUM y FEUM) marcan los lineamientos a seguir para la 

validación de materias primas herbolarias (específicamente la FHEUM), con la finalidad 

de establecer parámetros que ayuden a determinar propiedades físicas y químicas que 

aseguren la inocuidad para el uso de materias primas herbolarias. 

      En este sentido, se realizaron  3 de los métodos generales de análisis que marcan 

dichas Farmacopeas. Los resultados obtenidos de estos métodos fueron los siguientes: se 

determinó un 4 % de cenizas totales y un 3 % de pérdida por secado, lo que indica, 

según la FHEUM, es la ausencia de materia orgánica en el extracto, así como la baja 

cantidad de agua presente, con lo cual se descarta la presencia de pesticidas, tierra, 

insectos, así como la incapacidad al desarrollo de microorganismos al carecer de agua. 

      En la determinación directa de la presencia de microorganismos, utilizando medios 

selectivos se determinó: 

      Para bacterias anaerobias: 9 UFC/mL en placa agar para cuenta estándar incubadas 

durante 48 h a 37°C, siendo la cuenta máxima de 300 UFC. 

      Para hongos y levaduras: 15 UFC/mL en placa agar dextrosa papa incubadas durante 

7 días a 25°C. 

      Para coliformes totales: 10 UFC/mL en placa agar de bilis y rojo violeta durante 48 h 

a 37°C. 

      La identificación de compuestos se realizó mediante un análisis de cromatografía de 

gases acoplado a espectrometría de masas (GS-MS) encontrando los siguientes 

resultados, en la Figura 16 A y B, se presentan los espectros de masas para el extracto 

de orujo sin tratamiento y con un tratamiento de silanizado.  
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Figura 16. Espectros de masas del extracto de orujo de uva [E] sin silanizar (A) y 

silanizado (B). 

B 

A 
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Figura 17. Espectros de masas del extracto de semilla de uva sin silanizar (A) y 

silanizado (B). 

A 

B 
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En la Figura 17 se muestran los espectros de masas para el extracto de semilla de uva. 

Como se puede apreciar en el espectro de masas de la semilla de uva, se observa 

solamente una señal con tiempo de retención (TR) de 10.47 para la muestra no tratada 

(Figura 17A) y de 10.46 para la muestra silanizada (Figura 17B), quedando claro que 

se trata del mismo compuesto y que según la base de datos consultada, se trata de un 

fenol (2,4-bis[1,1 dimetiletil) con un 93 % de certeza, obteniendo la misma información 

para el extracto silanizado de semilla de uva. En cuanto al extracto de orujo, en la Tabla 

VIII se muestran las señales obtenidas del extracto sin tratar y tratado así como los datos 

arrojados por la base de datos consultada. 
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Tabla VIII. Compuestos identificados en el extracto de orujo de uva [E] mediante  

GS-MS utilizando la base de datos Wiley7n.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Muestra Tiempo de 

retención  

(TR) 

Certeza  

(%) 

Compuesto 

 

 

Extracto  

sin tratar 

10.44 96 2,4-bis[1,1 dimetiletil 

15.22 93 Ácido hexadecanoico 

15.53 96 Ácido hexadecanoico 

16.85 96 Ácido octadecanoico 

17.10 90 Ácido linoleico 

 

 

 

 

 

 

Extracto  

tratado 

7.05 97 Ácido benzoico 

7.74 94 1,2,3-butantriol, tris-o 

7.94 94 Ácido succinico 

13.05 93 Xilitol 

13.34 96 Ácido benzoico 

14.85 94 Glucosa 

15.10 99 Ácido cinámico 

15.38 95 Ácido gálico 

15.70 94 Glucopiranosa 

16.77 94 Myo-inositol 

17.55 93 Ácido linoleico 

17.59 93 Ácido oleico 

17.80 98 Ácido octadecanoico 

25.93 99 β-sitosterol 
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9. DISCUSIÓN 

 

      Debido a la diversidad de reportes acerca de los tipos de extractos y extracciones, se 

decidió realizar los más representativos y que fueran lo más sencillo posible, con la 

visión de la posible aplicación de tal manera que no ocasionara un costo elevado para la 

obtención del extracto. De esta manera se diseñaron las cinco formas de extracción 

descritas en la sección 6.2 de los materiales y métodos (Tabla II), para luego descartar y 

seleccionar  el que diera más activo en el ensayo de Vainillina-HCl. Como podemos 

observar en la Tabla III el extracto D fue el que obtuvo el mayor rendimiento, seguido 

por el extracto C, E, A y B respectivamente, el extracto B sometido a sonicación fue el 

que obtuvo el menor rendimiento, es importante mencionar que los reportes de Yilmaz 

and Toledo, 2004; Monagas et al., 2003; Faria et al., 2003; González-Paramás et al., 

2004; Ruiz et al., 2005; Torres et al., 2002; Köhler et al., 2008; Aquino et al., 2001 

utilizan el MeOH como solvente, lo que varia es el método de extracción, sin embargo 

tanto el solvente como el método afectan la obtención de los compuestos activos, 

proantocianidinas. El rendimiento obtenido del extracto E fue de 2.23 %, se tiene la 

referencia de un estudio similar pero con un extracto metanólico de orujo de uva de la 

variedad Bangalore Blue cultivada en India, reportaron un rendimiento de 5.6 % con un 

paso previo de desengrasado con hexano y con extracción Soxhlet (Chidambara et al., 

2002), nuestro rendimiento fue menor, aproximadamente en un 50 % comparado con 

este reporte, pero cabe mencionar que el método de extracción Soxhlet es un método que 
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generalmente reporta mayores rendimientos comparado con métodos de extracción 

como la agitación constante, especialmente para compuestos fenólicos (Lock, 1994; 

Tsantila et al., 2007), por lo que el rendimiento es adecuado para el método de 

extracción utilizado.  

      El ensayo de vainillina-HCl, es un ensayo colorimétrico específico para detectar 

flavan-3-ol estructura básica de las proantocianidinas de la uva (Nakamura et al., 2003; 

Sun et al., 1998). Los extractos obtenidos fueron sometidos a dicho ensayo con la 

finalidad de seleccionar el que presentara la mayor concentración de polifenoles totales, 

y asegurar con ello, la presencia de proantocianidinas, para proceder a evaluar la 

actividad biológica. Los resultados del ensayo de vainillina-HCl se muestran en la Tabla 

III como referencia se tomó la actividad mostrada por la catequina (Fuleki et al., 1997), 

se evaluaron los cinco extractos además de un extracto de semilla de uva estandarizado 

al 95 % en polifenoles, utilizado como materia prima para la elaboración de suplementos 

alimenticios, como se puede observar en la Tabla III, el extracto de semilla de uva 

mostró la mayor actividad con 40 %, seguido del extracto E con 35 %, éstos resultados 

nos indican que el extracto presenta proantocianidinas en una proporción similar al del 

extracto estandarizado, ya que la variación entre uno y otro es de solamente 5 %. El 

resultado obtenido del resto de los extracto fue de 7, 3, 13 y 17 para los extractos A, B, 

C y D respectivamente. En base a éstos resultados se seleccionó el extracto E para 

proceder a evaluar su actividad biológica: antioxidante (mediante 3 métodos), 

antitumoral, citotóxica, toxicidad y citoprotección, además de someter al extracto a 

técnicas como la identificación de familias de metabolitos secundarios, métodos 

generales de análisis de la FHEUM, FEUM y la identificación de los compuestos 

presentes en el extracto, además como se puede apreciar en la Figura 6 el extracto 
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obtenido posee un color morado y característico de las antocianinas detectadas en la piel 

de las uvas rojas (del Valle et al., 2005):  

      En base a los reportes existentes acerca de la actividad antioxidante de los 

polifenoles (Martínez-Flores et al., 2002) presentes en los extractos obtenidos de uva y 

su semilla, vino tinto, así como compuestos aislados de estos, se determinaron varios 

parámetros tales como la actividad antioxidante y citotóxica así como su toxicidad que 

nos permitieran evaluar su uso y efectividad como posible fuente de compuestos para la 

industria farmacéutica y/o justificar el posible uso del extracto como materia prima para 

la elaboración de fitofármacos y/o aditivo en alimentos. Ya que no existen estudios de 

propiedades o aplicaciones de orujos de uva cultivada en México, se evaluó su actividad 

antioxidante y antitumoral, así como su toxicidad para confirmar su efectividad y 

seguridad como extracto bioactivo. 

      En cuanto a la actividad antioxidante se emplearon varias técnicas, ya que cada una 

de ellas proporciona diferente información. La técnica de DPPH es considerada como 

uno de los ensayos más frecuentes para la evaluación de la capacidad antioxidante 

mediante la captura de radicales libres (Prior et al., 2005; Gutiérrez-Maydata, 2002; 

Villaño et al., 2007; Cui et al., 2005). Cuando el radical libre acepta un electrón se 

observa un decremento en su coloración de morado a amarillo, lo cual se interpreta 

como la capacidad de captura de radicales libres del material ensayado. La variación de 

la capacidad de captura del radical DPPH se da en función de la concentración del 

extracto de orujo, se determinó una EC50 de 24 µg/mL, observándose la capacidad de 

captura del extracto sobre el radical DPPH (Figura 7). Este resultado coincide con lo 

reportado por Chidambara et al., 2002, en donde se evaluó un extracto metanólico de 



81 
 

orujo de uva de la variedad Bangalore Blue cultivada en la India y encontraron un 67 % 

de inhibición del radical DPPH a 50 ppm. 

      Nuestros resultados son de gran interés ya que haciendo una comparación entre el 

control positivo utilizado, Vitamina E, a la misma concentración que el extracto (25 ± 

0.02 µg/mL) no presentan diferencia significativa (p < 0.05), sin embargo existe 

variación a las concentraciones restantes, por lo que la actividad mostrada por el extracto 

de orujo es similar a la actividad mostrada por la vitamina E, antioxidante puro y 

reconocido por su gran capacidad antioxidante en sistemas lipídicos, cuando ambos se 

encuentran a una concentración de 25 µg/mL.  

      La capacidad reductora está íntimamente relacionada con la capacidad antioxidante, 

debido a que el daño oxidativo causado por los radicales libres en las biomoléculas y los 

componentes celulares puede ser revertido por las moléculas que tienen alta capacidad 

de donar electrones en reacciones de óxido-reducción (Chung et al., 2010; Kelm et al., 

2005). Para dicha prueba, se utilizó como control positivo ácido ascórbico, ya que es la 

molécula de interés biológico antioxidante con mayor poder reductor. El ensayo de 

poder reductor se realizó mediante la evaluación de la conversión de Fe
3+

 a Fe
2+

. En los 

resultados obtenidos (Figura 8), se puede observar que la absorbancia debida al 

complejo formado por Fe
2+

 aumenta cuando se incrementa la concentración del extracto 

de orujo de uva y del ácido ascórbico. El poder reductor del extracto no presenta 

diferencia significativa al ser comparado con el poder reductor del ácido ascórbico a la 

concentración de 1000 µg/mL, para el resto de las concentraciones se observa diferencia 

en la actividad, por lo que únicamente a 1000 µg/mL concentración el extracto presenta 

el mismo poder reductor que el ácido, dichos datos son relevantes ya que al igual que la 

vitamina E, el ácido ascórbico es ampliamente reconocido por su capacidad antioxidante 
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en sistemas lipofílicos y mediante los resultados se comprobó que el extracto presenta la 

misma actividad antioxidante que ambas sustancias a las concentraciones comparadas de 

25 y 1000 µg/mL para la vitamina E y el ácido ascórbico, respectivamente. Durante el 

metabolismo aerobio se generan pequeñas cantidades de especies reactivas de oxígeno 

(ROS por sus siglas en inglés, Reactive Oxygen Species), incluyendo radicales hidroxilo 

(
-
OH), aniones superóxido (O2

-
) y peróxido de hidrógeno (H2O2) como respuesta a 

estímulos externos e internos. Sin embargo, altas concentraciones o una eliminación 

inadecuada de estas sustancias, causan estrés oxidativo, lo que provoca disfunciones 

metabólicas y daño a macromoléculas biológicas causando enfermedades crónico-

degenerativas (Velázquez-Paniagua et al., 2004; Gutiérrez-Maydata, 2002). La técnica 

de inhibición de la peroxidación permite evaluar la actividad antioxidante del extracto de 

orujo sobre una ROS, que es formada normalmente a nivel biológico, a partir del 

proceso de peroxidación de ácidos grasos insaturados (Zou et al., 2004). Para ésta 

prueba se estableció un período de incubación de 84 h, ya que fue el punto en donde se 

observaron los niveles mayores de peroxidación del control sin tratar, es decir, de la 

emulsión de ácido linoleico. En la Figura 9 se pueden observar los porcentajes de 

inhibición del extracto de orujo (Figura 9A) así como del extracto de semilla de uva 

(Figura 9B), utilizado en este ensayo como referencia. Como se puede observar, el 

extracto de orujo presenta 23, 47 y 70 % de inhibición de formación de los 

hidroperóxidos a 50, 100 y 500 µg/mL de extracto de orujo respectivamente. Aunque el 

extracto de uva estandarizado presenta porcentajes de inhibición mayores, los resultados 

obtenidos para el extracto de orujo son prometedores ya que se está comparando un 

extracto estandarizado de semilla de uva al 95 % en polifenoles, con el extracto de orujo 

crudo y sin ningún tipo de purificación, lo que deja abierta la posibilidad que, para ésta 
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técnica, se pudiera mejorar la actividad al purificarlo, sin embargo es importante tener 

presente que la inhibición del 70 % a 500 µg/mL en la formación de hidroperóxidos un 

sistema lipídico resulta muy atractiva. 

      En resumen, la actividad antioxidante del extracto metanólico crudo de orujo de uva 

mostró actividades similares a sus controles positivos, tanto en sistemas lipofílicos como 

hidrofílicos. Los resultados obtenidos de estas tres técnicas permiten afirmar que el 

extracto metanólico desengrasado con hexano por agitación cintinua de orujo de uva [E] 

posee actividad antioxidante y que trabaja a diferentes niveles: puede capturar radicales 

libres, es capaz de donar electrones y puede inhibir la formación de hidroperóxidos a 

partir del ácido linoleico, proceso que se puede comparar con la oxidación de las 

membranas celulares.  

      En un estudio realizado por Rubilar et al., 2007, evaluaron la actividad antioxidante 

de dos orujos de uva provenientes de España (Uva Garnatxa) y Chile (Cabernet 

Sauvignon) a partir de extractos etanólicos, e identificaron sus compuestos, ellos 

obtuvieron por el método de captura del radical libre DPPH una EC50 de 200 000 µg/mL 

y 1 000 000 µg/mL de la variedad Cabernet y Garnatxa, respectivamente, además 

identificaron los compuestos presentes en los extractos crudos encontrando las 

siguientes compuestos: flavan-3-ol (epicatequina o epigalocatequina), quercetina, 

vitexina/kaempferol galactosido y luteolina/kaempferol glucósido en el extracto crudo 

de la variedad Garnatxa, así como miricetina, quercetina, kaempferol glucósido, 

quercetina glucósido, metoxi (iso) rhamnetina e (iso) rhamnetina es sus formas 

glicosiladas en el extracto crudo de la variedad Cabernet Sauvignon. Estos datos son 

interesantes ya que nos permiten generar hipótesis acerca de los compuestos 

responsables de la actividad biológica evaluadas en esta investigación, aunque no 
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necesariamente sean los mismos compuestos debido al solvente utilizado en la 

extracción, la región donde se cultivó la planta y la variedad de la uva utilizada. 

      En la búsqueda de las actividades biológicas trascendentes y con un gran futuro en la 

investigación, la implementación del uso de las líneas celulares constituye una 

herramienta básica que define un sinnúmero de propiedades de un extracto o compuesto 

vegetal, pudiéndose determinar mecanismos de inhibición de proliferación celular, 

citotoxicidad, apoptosis, rompimiento de señales celulares o arresto celular (Sagar et al., 

2006). Se utilizaron cultivos confluentes de las líneas tumorales HeLa y SiHa, así como 

la línea normal de mamífero Vero (Figura 10). Se realizaron las cinéticas de 

crecimiento para determinar la fase exponencial donde las células muestran su mayor 

actividad metabólica y se determinaron sus tiempos de generación (G) (Figura 11A, B y 

C).  

      Es conocido que los radicales libres pueden llegar a producir enfermedades crónico-

degenerativas como el cáncer (Velázquez-Paniagua et al., 2004; Gutiérrez-Maydata, 

2002), actualmente el cáncer cérvico-uterino es un problema de salud pública en México 

y representa la segunda causa de muerte por cáncer en mujeres, por lo que se decidió 

evaluar el efecto citotóxico sobre dos líneas celulares de cáncer cérvico-uterino HeLa y 

SiHa, y la línea Vero, normal de mamífero, utilizando el reactivo CellTiter Blue que 

mide la capacidad metabólica de la célula como indicativo de daño citotóxico, 

encontrándose una CI50 del extracto de orujo de 51, 53 y 48 µg/mL para la línea HeLa, 

SiHa y Vero respectivamente, mientras que para el extracto estandarizado de semilla de 

uva evaluado, se encontró una CI50 de 50 µg/mL para las líneas tumorales y una CI50 de 

45 µg/mL para la línea normal Vero. En la Tabla IV se observa la viabilidad celular de 

las tres líneas probadas a las diferentes concentraciones, se puede ver que el extracto de 
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semilla de uva posee los porcentajes de inhibición mayores a todas las concentraciones 

probadas, sin embargo, una vez más es importante mencionar la pureza del extracto de 

semilla de uva y la poca diferencia en la actividad mostrada entre ambos extractos, por 

lo que los resultados con el extracto de orujo son relevantes y deben ser tomados en 

cuenta para futuras investigaciones que buscan en las plantas compuestos con actividad 

antitumoral. En las Figuras 12, 13 y 14 se pueden observar los daños causados por el 

extracto de orujo así como el extracto de semilla de uva, causado a 50 µg/mL, células 

con morfología anormal comparadas con el control, y una notable disminución en la 

densidad celular. 

      Actualmente, no existen estudios acerca de la actividad citotóxica de los orujos de 

uva sobre las células de origen cérvico-uterino, por lo que estos resultados son un aporte 

importante en el área clínico-farmacológica, se ha reportado un efecto citotóxico de las 

fracciones o los compuestos derivados de las uvas con buenos resultados (Faria et al., 

2006; Hakimuddin et al., 2006) por ejemplo, se han probado oligómeros de 

procianidinas, compuestos presentes en las uvas y vinos tintos sobre la línea celular U-

87 de glioblastoma humano inhibiendo su crecimiento y presentando poca citotoxicidad 

sobre una línea normal (Zhang et al., 2009). En otra investigación se comparó el efecto 

antioxidante con el efecto citotóxico de las fracciones de procianidinas, sobre la línea de 

queratinocitos HaCaT y la 3T3 de ratón, encontrando que las fracciones que poseen alta 

capacidad antioxidante presentan poca citotoxicidad sobre las células normales (Zhang 

et al., 2005). De la misma manera, Joshi et al., 2001, probaron el efecto del vino tinto de 

uva sobre células MCF-7 de cáncer de mama encontrando que presenta citotoxicidad 

selectiva mediante el arresto celular. 
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      En cuanto a los metabolitos secundarios identificados en el extracto mediante las 

pruebas coloridas descritas por Domínguez, 1973, se determinó la presencia de esteroles 

y metilesteroles, sesquiterpenlactonas, dobles enlaces, coumarinas, alcaloides, 

flavonoides y oxhidrilos fenólicos, además de determinar la ausencia de grupos 

carbonilo y azúcares. Es importante mencionar que las pruebas para dobles enlaces, 

flavonoides y oxhidrilos fenólicos se esperaba que dieran positivas, debido a la 

naturaleza de los compuestos encontrados en la uva, sin embargo, la presencia de 

alcaloides no se esperaba ya que no han sido reportados en extractos provenientes de la 

uva (Tabla V). 

      El ensayo de RN fue descrito por primera vez por Borenfreund and Puerner, 1984, 

describiendo este ensayo como un procedimiento simple y sensible para la búsqueda de 

agentes citotóxicos en monocapas de líneas celulares adherentes, basado en la 

incorporación del colorante supravital rojo neutro en los lisosomas de las células viables, 

por lo que los cambios en la acumulación y retención de dicho colorante implica un daño 

en las membranas celulares, es un ensayo ampliamente utilizado (Fickova et al., 2008; 

Souid-Mensi et al., 2008; Weyermann et al., 2005; Ugartondo et al., 2007).  

      El ensayo se planificó siguiendo la estructura de Sugisawa et al., 2004, utilizando la 

línea normal adherente de fibroblastos humanos, como se puede observar en la Tabla VI 

las viabilidades obtenidas para el extracto de orujo y el H2O2 de manera individual, se 

observa claramente el daño ocasionado por el H2O2 y las viabilidades presentadas por el 

extracto de orujo indican que no es citotóxico, dichos datos se pueden corroborar con el 

estudio realizado por Sugisawa et al., 2004, quienes reportaron una baja viabilidad 

celular por el H2O2 y escasa citotioxicidad de un extracto de semilla de uva sobre células 

linfoblastoides humanas. Puiggròs et al., 2005, evaluaron la pre-incubación de un 
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extracto de procianidinas de semilla de uva en células HepG2 utilizando H2O2 

determinando que para esta línea celular el extracto altera la expresión de genes y causa 

apoptosis, sin necesidad de exponerlas al H2O2 concluyendo que el mecanismo 

citotóxico de las procianidinas de la uva sobre las células de hepatocarcinoma es muerte 

celular programada. En un estudio similar Llópiz et al., 2004, evaluaron el efecto 

antigenotóxico de un extracto de procianidinas de semilla de uva sobre células Fao 

mediante el ensayo cometa (para evaluar daños directos a ADN) utilizando como agente 

oxidante al H2O2 encontrando que dicho extracto no es genotóxico de manera individual, 

caso contrario del H2O2 que presentó daños severos al ADN, y el dato más importante es 

que determinaron que la catequina, epicatequina, quercetina y procianidinas protegen a 

las células Fao del daño oxidativo del H2O2 600 µM, dichos datos refrendan los 

resultados obtenidos en nuestra investigación, ya que como se puede observar en la 

Figura 15 el efecto tóxico del H2O2 se reduce cuando está presente el extracto de orujo, 

pero principalmente se observa una recuperación en la viabilidad celular en los 

tratamientos del extracto de orujo a 50 µg/mL con H2O2 a 20 µM y 100 µg/mL del 

extracto de orujo con H2O2 a 40 y 20 µM. Dichos resultados corroboran el efecto 

citoprotector del extracto de orujo sobre células normales humanas expuestas al agente 

oxidante H2O2. 

      Debido a que el objetivo del trabajo fue evaluar la actividad biológica del extracto de 

orujo para ser considerado como fuente de fito-fármacos o ingrediente funcional, se 

realizó la determinación de la CL50 con el ensayo de letalidad sobre Artemia salina, 

ensayo considerado como de selección o descarte de extractos tóxicos para sistemas 

biológicos (Meyer et al., 1982; Bastos et al., 2009; Almeida-Alves et al., 2000; Massele 

and Nshimo, 1995; Solis et al,, 1993; Nieto et al., 2008) asegurando con ello su 
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efectividad y nula toxicidad. En este trabajo, se encontró una CL50 de 1195 µg/mL del 

extracto de orujo mediante un análisis PROBIT, (Tabla VII) dicho resultado indica que 

el extracto no es tóxico, según la escala reportada por Déciga-Campos et al., 2007, quien 

indica que una concentración mayor de 1000 µg/mL se considera que el compuesto es 

no tóxico.  

      Es importante mencionar que no se encontraron reportes de la toxicidad de extractos 

de orujo de uva mediante este ensayo, por lo que nuestros datos son una aportación a la 

actividad biológica de este extracto.  

      En base a los resultados encontrados sobre la línea celular Vero, la cual mostró los 

porcentajes de viabilidad más bajos cuando se expusieron al extracto de orujo y de 

semilla de uva, y la determinación de la CL50 sobre Artemia salina, la evaluación del 

efecto citoprotector mediante el ensayo de rojo neutro (RN) nos permitió evaluar la 

citotoxicidad sobre una línea normal de fibroblastos humana y no sobre una línea normal 

de mamífero (en este caso la línea Vero proviene de riñón de mono verde), además de 

evaluar la citoprotección proporcionada por el extracto de orujo cuando las células son 

tratadas con H2O2, un radical libre formado biológicamente, por lo que los resultados de 

este ensayo resultan más representativos.  

      Los resultados obtenidos de los métodos generales de análisis indican que el extracto 

de orujo no posee materia orgánica extraña, que no posee humedad y se corrobora el 

hecho de que el extracto haya presentado 3 % en pérdida por secado, ya que las 

condiciones no son favorables para el desarrollo de microorganismos, lo que se avala 

con las bajas UFC reportadas. Con estos resultados validamos el hecho de que el 

extracto es seguro e inocuo a concentraciones inferiores a 1.1 mg/mL. No se encontró 

referencia alguna acerca de la utilización de alguno de estos métodos para evaluar 
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extractos vegetales, por lo que dichos resultados son una aportación al ámbito de los 

productos naturales para asegurar el uso e inocuidad de los mismos. 

      Los espectros de masas obtenidos del extracto de orujo y semilla de uva silanizado y 

sin silanizar se observan en las Figuras 16 y 17 respectivamente, en el caso del extracto 

de orujo de uva, el silanizado produjo más señales que el análisis del extracto sin 

silanizar. 

En cuanto a la identificación de compuestos se obtuvieron varios datos que no habían 

sido reportados en la literatura para compuestos presentes en uva, se determinó la 

presencia de ácido gálico al igual que los compuestos reportados por Yilmaz and 

Toledo, 2004 Hollecker et al., 2009, en extractos de semilla de uva de las variedades 

Merlot, Chardonnay, Muscadine y Sauvignon. Éstos resultados son de gran interés ya 

que no se tienen reportes de compuestos presentes en los orujos de uva mexicana, 

especialmente en la variedad Ruby Cabernet cultiva en el estado de Aguascalientes, 

Méx, por lo que los resultados de la identificación son una aportación al conocimiento 

de la caracterización parcial del extracto, como se puede observar en la Tabla VIII, 

además de presentar β-sitosterol y ácido cinámico (99 % de certeza), presenta ácido 

hexadecanoico, ácido octadecanoico, y ácido benzoico (con alrededor de 98 % de 

certeza), dichos compuestos no se habían reportado en un extracto derivado de uva, por 

lo que resulta de gran interés seguir caracterizando más a fondo el extracto, con otro tipo 

de técnicas, como HPLC, HPLC-MS, MS/MS etc.  
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10. CONCLUSIONES 

El extracto metanólico crudo de orujo de uva (Vitis vinifera Var. Ruby Cabernet), posee 

actividad biológica. 

 De los cinco extractos obtenidos del orujo de uva el de mayor  rendimiento fue el 

extracto D- Metanol-Etanol 1:1 con agitación con un 8.11 % 

 De los cinco extractos evaluados  mediante el ensayo de vainillina-HCl el más activo 

fue el extracto E- metanólico desengrasado con hexano y extraído mediante 

agitación continua, con un 35 % y una diferencia de 5 % menos  al estándar de 

catequina que presentó 40 %, por lo que el extracto E  fue el seleccionado para 

determinar la actividad biológica. 

 La captura del radical libre mediante  el ensayo DPPH causado por el extracto de orujo se 

obtuvo una EC50 de 24 µg/mL similar al de la  vitamina E  de 25 µg/mL- 

 El extracto de orujo posee poder reductor a 1000 µg/mL, similar al ácido ascórbico 

la misma concentración.  

 El extracto de orujo es capaz de inhibir la formación de hidroperóxidos hasta en un 

70 % a 500 µg/mL en una emulsión de ácido linoleico. 

 El extracto no presenta toxicidad sobre A. salina con una CL50 de 1195 µg/mL. 

 El extracto de orujo posee actividad antitumoral sobre las líneas HeLa 

(adenocarcinoma de cérvix) y SiHa (carcinoma de células escamosas de cérvix) 

mediante el ensayo de CellTiter Blue®, con una IC50 de 51 y 53 µg/mL 
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respectivamente, comparado con  el extracto de semilla de uva con  una IC50 de 50 

µg/mL para ambas líneas celulares. 

 El extracto de orujo presentó una IC50 de 48 µg/mL sobre la línea normal Vero de 

riñón de mono verde, comparado con el extracto de semilla de uva con  una IC50 de 

40 µg/mL. 

 El extracto de orujo de uva posee esteroles y metilesteroles, flavonoides, 

sesquiterpenlactonas, alcaloides, dobles enlaces, oxhidrilos fenólicos y coumarinas. 

 El extracto de orujo de uva posee efecto citoprotector sobre la línea normal de 

fibroblastos humanos ATCC: CRL-2522 con las mezclas de extracto-oxidante: 100 

µg/mL-40n µM, 100 µg/mL-20 µM y 50 µg/mL-20 µM favorecen la recuperación 

de la viabilidad celular incrementándola en un 32, 28 y 26 % respectivamente, en 

comparación al daño causado por el oxidante de manera individual. 

 El extracto de orujo de uva cumple con las especificaciones físicas y químicas de la 

Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM) y Farmacopea 

de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) para el uso seguro e inocuo cómo materia 

prima herbolaria. 

 Los compuestos  identificados en el extracto de orujo son: β-sitosterol y ácido 

cinámico (99 % de certeza), ácido hexadecanoico, ácido octadecanoico, y ácido 

benzoico (con alrededor de 98 % de certeza), ácido gálico. 

En base a los resultados obtenidos de esta investigación, el extracto crudo metanólico de 

orujo de uva posee actividad biológica relevante, además de cumplir con parámetros 

establecidos para ser propuesto como ingrediente funcional o en la formulación de fito-

fármacos, ya que resulta un recurso de bajo costo y producción constante de compuestos 

activos.  
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12 PERSPECTIVAS 

 

 Evaluar el extracto de orujo de uva con otras técnicas de actividad 

antioxidante, así como sobre otras líneas celulares de origen tumoral. 

 Investigar el comportamiento del orujo de uva bajo diferentes condiciones de 

almacenaje así como verificar la presencia de los compuestos bajo dichas 

condiciones. 

 Someter el extracto a análisis más detallados de identificación de compuestos 

tales como: HPLC-MS, MS-MS, IR, NMR etc. 

 Realizar ensayos para observar el posible efecto coadyuvante del extracto de 

orujo con compuestos quimioterapéuticos para el tratamiento de cáncer de 

cérvix. 

 Identificar los mecanismos moleculares de la actividad antioxidante del 

extracto de orujo in vivo. 
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