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Carotenoides, color y actividad antioxidante en distintas variedades de sandia

Resumen

Los carotenoides son pigmentos tetraterpénicos que destacan, desde un punto de vista
nutricional y fisiolégico, por su actividad antioxidante y por ser precursores de la vitamina A. Los
objetivos de este proyecto han sido caracterizar el perfil y contenido de carotenoides, la
actividad antioxidante por métodos in vitro y el color mediante digitalizacion de imagen en
distintas variedades de sandia. La identificacién y posterior cuantificacion de los compuestos ha
sido realizada por cromatografia liquida de rapida resolucion (RPLC) y su actividad antioxidante
determinada por el método TEAC. Para el analisis del color, se ha elegido un método no
destructivo, el sistema DigiEye® con el software DigiPix, el cual hace uso del espacio
colorimétrico CIELAB. En las zonas analizadas de ambas variedades se han encontrado perfiles
cuantitativamente como cualitativamente diferentes, siendo en la variedad roja predominante
los carotenos —licopeno y B-caroteno- y las xantofilas —luteina y violaxantina- en la amarilla. En
la sandia roja, 100 gramos de porcidon comestible aportan entorno a 1mg de carotenoides y 50
veces menos en la sandia amarilla. Ademas de carotenoides, se ha identificado a -tocoferol por
su caracter antioxidante, y clorofilas y derivados por su aportacion al color. La actividad
antioxidante fue mayor en la variedad roja, y mas concretamente en la zona comestible. El
analisis colorimétrico nos confirmé que el color rojo procede de los carotenos (licopeno e
isdmeros), el amarillo de las xantofilas (luteina y violaxantina) y que el color amarillento del
mesocarpio se debe a la luteina. Se ha concluido que es posible estimar el contenido de
carotenoides totales y la actividad antioxidante mediante los parametros colorimétricos a* b* y

L*.
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1. Introduccion

Las plantas sintetizan una enorme variedad de metabolitos que pueden ser clasificados en
dos grupos dependiendo su funcidon: metabolitos primarios, los cuales participan en la nutricion
y son esenciales para el metabolismo de las plantas, y metabolitos secundarios, que influyen en
las relaciones entre las plantas y el entorno. El grupo de los terpenos (también conocidos como
isoprenos) desempefia una gran variedad de roles en las plantas como hormonas (acido
abscisico, giberelina), transportadores de electrones (ubiquinona, plastoquinona),
componentes estructurales de las membranas celulares (fitoesteroles) y como pigmentos
fotosintéticos (fitol, carotenoides) entre otros.

Muchos compuestos que son metabolitos secundarios de origen terpénico tienen un
importante valor comercial como saborizantes (aceites esenciales), pigmentos (carotenoides),
principios activos (taxol) o agroquimicos (linalool como atrayente de polinizadores) (Morais et
al., 2010).

Los carotenoides son compuestos tetraterpenoides formados a partir de 8 unidades de
isoprenos (40 atomos de carbono), de forma tal que la unidn de cada unidad se invierte en el
centro de la molécula. Considerando su composicién quimica se pueden dividir en dos grandes
grupos:

* los carotenos, que son hidrocarburos (formados sélo por C e H),

e las xantéfilas, formadas por C, O e H. El oxigeno puede estar presente en distintas
formas. En el caso de las xantofilas tipicas de la dieta, los grupos mas usuales son hidroxilo,

epoxido y carbonilo (Figura 1).

Carotenos

éCJMQM\A%\AfJQ

B-caroteno (p3,B-caroteno)

licopeno (y,y-caroteno)
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Xantofilas

i ﬁﬁi\/K/\\/K/\/\r\/\r\

zeaxantina ([3,3-caroteno-3,3’-diol)

OH

OH
O

HO
violaxantina (5,6:5’,6’-diepoxi-5,6,5’,6’-tetrahidro-p3-caroten-3,3’-diol)

Figura 1. Estructuras quimicas de carotenos y xantdfilas

Los carotenoides, ya sean carotenos o xantofilas, pueden presentar una estructura aciclica
(sin anillos) como el licopeno, o ciclica, (con anillos en uno o ambos extremos) como el B-
caroteno.

Estos compuestos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y son destacables por su
gran distribucidn, su diversidad estructural y sus funciones variadas.

Mas de 600 carotenoides, sin incluir los isémeros cis y trans, han sido aislados vy
caracterizados desde fuentes naturales. Solo una fraccidon de los carotenoides identificados
hasta la fecha se ha encontrado en alimentos; lo que no implica que el perfil de carotenoides de
los alimentos no sea complejo, aproximadamente 40 estan presentes en la dieta humana, de los
cuales solo 20 han sido identificados en sangre y tejidos humanos. Entre ellos encontramos B-
caroteno, a-caroteno, licopeno, luteina, zeaxantina y B-criptoxantina (Khachik et al., 1992).

Desde un punto de vista nutricional y fisiolégico, la importancia de los carotenoides ha
radicado durante décadas en el hecho de que algunos de ellos son precursores de compuestos
con actividad vitaminica A. Sin embargo, en los Ultimos afios el interés por estos compuestos ha
aumentado considerablemente, debido a que numerosos estudios epidemioldgicos han
demostrado que existe una asociacion directa entre elevados niveles de carotenoides en la dieta
o en sangre y menor riesgo de desarrollo de enfermedades crdnicas (Krinsky et al., 2004; Krinsky
y Johnson, 2005; Olson, 1999). Se han descrito numerosas actividades bioldgicas de los
carotenoides destacando la actividad antioxidante, ademas de reforzar el sistema inmunitario,
remision de lesiones malignas e inhibicion de la mutagénesis (Rao y Rao, 2007).

En la dieta humana los carotenoides son ingeridos mayormente formando parte de frutasy
hortalizas, y en menor medida de fuentes animales y en forma de aditivos alimentarios
(colorantes). Los carotenoides ademas de su papel en el color de frutas y verduras destacan por

su importancia dietética y fisiologia ya que algunos poseen actividad provitamina A. La vitamina
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A es esencial tanto para la vision nocturna como para mantener en buen estado de salud la piel
y tejidos superficiales. La vitamina A puede ser ingerida como tal, como retinol, o en forma de
precursores menos activos, como son los carotenoides. Podemos distinguir los carotenoides en
dos grupos: provitaminicos (B-caroteno, el a-caroteno y la B-criptoxantina) y no provitaminicos
(licopeno, luteina, zeaxantina). Con el fin de expresar el contenido total de vitamina A de los
alimentos, este se puede expresar como equivalentes de retinol (ER) o como equivalentes de
actividad de retinol (EAR) (Beltran et al., 2012; Meléndez-Martinez et al., 2004):
e ER (ug/dia) = retinol + (B-caroteno/6) + (a-caroteno/12) + (B-criptoxantina/12).

e EAR (ug/dia) = retinol + (B-caroteno/12) + (a-caroteno/24) + (B-criptoxantina/24).

La capacidad de absorber luz de los carotenoides ha sido explotada por los organismos
fotosintéticos para ampliar el rango de absorcién de luz utilizado por el sistema de clorofilas.
Después de la absorcion de luz por parte de los carotenoides, estos se excitan y transfieren la
energia de excitacion a las clorofilas. Ademas de su papel como pigmento, los carotenoides
protegen del exceso de luz impidiendo los estados excitados de las clorofilas. En las plantas, las
xantofilas (procedentes de la oxigenacion de los carotenoides) proporcionan una fotoproteccion
adicional (Moise et al., 2014).

Los carotenoides no solo desempefian su funcidn como pigmentos esenciales en la
fotosintesis y fotoproteccidon de los organismos fotosintéticos, sino que imparten color a las
estructuras que los contienen, por lo que son responsables del color de muchas flores y frutas
amarillas, naranjas y rojas que atraen a los polinizadores y dispersadores de semillas en las
plantas superiores (Cazzonelli, 2011).

El analisis del color adquiere gran valor ya que es un método no destructivo que permite
obtener gran cantidad de informacién de una forma rapida y que conserva la muestra. A partir
de la medida del color de las frutas y verduras se puede estimar su contenido en pigmentos.

Estudios realizados en tomate han arrojado una buena correlacidn entre ciertos parametros
colorimétricos y el contenido en licopeno. De igual manera, otros estudios revelaron una buena
correlacion entre el contenido de carotenoides y el parametro colorimétrico a* (Arias et al.,
2000; Patras et al. 2009; D’Souza et al., 1992).

Este trabajo tiene como objetivo caracterizar el perfil de carotenoides de distintas variedades
de sandia y relacionarlos con su color y con la actividad antioxidante que presentan en relacion

a su perfil de pigmentos.
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1.1. Carotenoides en frutas y verduras: relacion con el color

En las frutas y verduras el color esta determinado por los pigmentos y la cantidad de estos.
Los pigmentos naturales se clasifican en: antocianos, betalainas, flavonoides, carotenoides.

Una caracteristica importante es el sistema de dobles enlaces conjugado que se encuentra
en el centro de la molécula, el cual constituye el croméforo que absorbe luz y que otorga a los
carotenoides su atractivo color y el espectro de absorcion visible que sirve de base para su
identificacion y cuantificacion. El esqueleto basico puede ser modificado de diferentes maneras,
mediante ciclacion, hidrogenacion, deshidrogenacion, introduccion de grupos oxigenados,
reordenamiento, acortamiento de la cadena o combinacién de varias, resultando una multitud
de estructuras (Rodriguez-Amaya y Kimura, 2004).

A pesar de tener una estructura variada, todos ellos presentan una propiedad comun; son
capaces de emitir y absorber radiacion en el rango visible (380-750 nm). Para esto en su
estructura molecular deben de tener un sistema conjugado de dobles enlaces C=C, es decir, un
grupo cromoforo.

El color depende también de otros factores, como del grado de maduracidon. En frutos
carotenogénicos como la sandia, a medida que el fruto madura, el contenido en clorofilas
disminuye y se estimula la carotenogénesis dando lugar a un incremento del contenido de
carotenoides (licopeno y [-caroteno), responsables de la coloracién roja intensa de la sandia
(Meléndez-Martinez et al., 2010).

Otros aspectos que influyen en el desarrollo y contenido de los pigmentos son el clima, la
region geografica, la variedad y las condiciones de cosecha. La manipulacion de estos productos
vegetales influye en gran medida dando lugar a cambio en los procesos aun activos. Los procesos
fisicoquimicos, enzimaticos y microbioldgicos que pueden sufrir estos productos desde su
recoleccion hasta el consumo pueden alterar el color en funcion del tiempo y condiciones de
almacenamiento, transporte, etc. Los tratamientos industriales tanto durante la recoleccion
como posterior a ella influyen en el desarrollo del color (Delgado-Vargas et al., 2000; Rodriguez-

Amaya, 1997; Thane y Reddy, 1997).

1.1.1. Sandia: color y carotenoides
La sandia, Citrillus lanaus (Thunb.) Matsum & Nakai, es una planta herbacea de la familia de
las cucurbitaceas de caracter cosmopolita. La evidencia indica que la sandia es nativa del tropico
africano. Su cultivo comenzd por parte de los antiguos egipcios llegandose a extender via
mediterranea hasta Asia. Como resultado de su cultivo prolongado y seleccion, hoy en dia
contamos con diferentes variedades las cuales pueden tener la pulpa de color rojo, amariilo,

naranja, blanco e incluso rosa. La parte comestible, y por tanto la que posee interés nutricional,
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es la pulpa del fruto, y la composiciéon de este varia en funcién del color de la pulpa, el cual
depende del contenido en carotenoides (T. Féher, 1993).

El contenido total de carotenoides se encuentra entre <1 ppm (sandia de pulpa amarilla) y
15 ppm (sandia de pulpa roja). El porcentaje de carotenos también varia del 31% (pulpa amarilla)
al 99% (pulpa roja), siendo contrarrestado por xantofilas. En las sandias de pulpa roja el principal
pigmento es el licopeno, tal es la cantidad de dicho carotenoide que es el segundo alimento que
mas lo contiene, siendo el tomate el primero. También encontramos principalmente o- y
[-carotenos. El porcentaje de xantofilas en sandias de pulpa roja en muy pequefio
(aproximadamente un 3%), intermedio en sandias con pulpa naranja (7%) y mayoritario en las
de pulpa amarilla. En la totalidad de la parte comestible de las sandias de pulpa amarilla ademas
de xantofilas también se ha identificado B-caroteno, aunque en cantidades menores a las

encontradas en las de pulpa roja, 0,5 ppm frente a 15 ppm (Fonseca et al., 2009).

1.2. Biosintesis de los carotenoides en plantas superiores

Debido a la variabilidad en la composicién especifica de los carotenocides y a la gran
diversidad de especies que los sintetizan; la ruta, intermediarios y enzimas que intervienen en
la sintesis varian dependiendo de la taxonomia.

Los carotenoides son tetraterpenos derivados de la condensacién del precursor universal de
terpenos, el isopentenil difosfato (IPP) con el dimetilalil difosfato (DMAPP). Existen dos vias de
sintesis de ambos precursores, la via del acetato malonato (MVA) y la via no mevalonica (MEP)
(Figura 2). Mientras la mayoria de los organismos carotenogénicos usan o la via MVA o la MEP
para sintetizar los precursores IPP y DMAPP, las plantas usan ambas vias. Los terpenos
originados por cada ruta tienen diferentes destinos, siendo los carotenoides sintetizados
predominantemente por precursores terpénicos generados por la via MEP.

Tres moléculas de IPP y una de DMAPP se unen mediante condensacion cabeza-cola para
formar el terpeno de 20 carbonos, geranilgeranil pirofosfato (GGPP), catalizada por la GGPP
sintetasa (Figura 2).

La sintesis de fitoeno esta considerada como el primer paso y el punto de control de la ruta
de los carotenoides. El fitoeno es un terpeno de 40 atomos de carbono generado por la
condensaciéon simétrica de dos moléculas de GGPP, siendo esta reaccidén catalizada por la
fitoeno sintetasa (PSY) (Moise et al., 2014).

Se puede asumir que el fitoeno es clave de la actividad de los carotenos y xantofilas, ya que
su desaturacion conlleva la formacién del cromatdforo (Ladygin, 2000).

La sintesis del licopeno a partir del fitoeno difiere dependiendo el organismo que la lleve a

cabo, en plantas es generado por la ruta poly-cis. La ruta poly-cis involucra desaturaciones e
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isomeraciones sucesivas llevadas a cabo por dos desaturasas, la fitoeno desaturasa (PDS) y la {-
caroteno desaturasa (ZDS), y dos isomerasas, la 15-cis- {-caroteno isomerasa (Z-1SO) y la
caroteno trans-iso isomerasa (CRTISO). Las enzimas PDS, ZDS y CRTISO reconocen solo una mitad
de la molécula, por lo que la secuencia de desaturaciones e isomerizaciones ocurre de manera
independiente en cada mitad. La secuencia de enzimas es tal que asi; Fitoeno - PDS >
Fitoflueno = PDS - tri-cis-{-Caroteno = Z-ISO = di-cis-(-Caroteno = ZDS = Neurosporeno 2>
ZDS - tetra-cis-Licopeno = CRTISO - di-cis-Licopeno = CRTISO - all-trans-Licopeno (Moise
etal., 2014).

La elongacién del sistema de dobles enlaces conjugados resulta en la transformacion de
precursores de carotenoides sin color en compuestos coloreados, empezando por el {-caroteno.
(Solovchenko y Neverov, 2017).

La ciclacién del licopeno representa una bifurcacion en la ruta de la carotenogénesis para
sintetizar por un lado carotenoides con anillos B y por otro con anillos €. Cada extremo de la
molécula de licopeno se puede ciclar dando lugar tanto a anillos 3 como a anillos €. Del tipo de
anillo y de sus sustituciones de este dependera la funcidén y destino del carotenoide.

Los carotenoides que contienen al menos un anillo 3 sin sustituir se consideran provitamina
Ay pueden ser fuentes de retinol, el cual puede ser usado para generar moléculas sefializadoras
como el acido retinoico.

La familia de enzimas encargada de transformar el licopeno en los diferentes carotenos es la
licopeno ciclasa (LCY). Los diferentes subtipos de LCY se categorizan en base al tipo de anillo que
producen. Hay enzimas LCY que general anillos B (LCYB) o anillos ¢ (LCYE), y enzimas
bifuncionales que pueden generar ambos anillos (LCYB/E). Las enzimas del tipo LCYB catalizan
la ciclacidn de un extremo del licopeno para formar el y-caroteno y posteriormente el otro
extremo para sintetizar el B-caroteno. Las enzimas del tipo LCYE catalizan la ciclacion de un anillo
del licopeno para formar el &-caroteno. Una posterior ciclaciéon del extremo aciclico del -
caroteno por la LCYB da lugar al a-caroteno.

La introduccién de un de un grupo hidroxilo al anillo es una de las sustituciones mas comunes
en los carotenoides. La hidroxilacién de los anillos en el C-3 es llevado a cabo por dos clases de
enzimas, las no-hemo hidroxilasas (HYD) y por enzimas de la familia del citocromo P450 (CYP97),
y dan lugar a las xantofilas. La hidroxilacién del a y del B-caroteno produce la luteina y la
zeaxantina respectivamente. La doble hidroxilacidn del B-caroteno puede ser llevada a cabo
tanto por la HYD como por la CYP47A sintetizando en primer lugar la B-criptoxantina y

posteriormente la zeaxantina. Por el otro lado, las hidroxilaciones del a-caroteno es llevada a
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cabo en primer lugar por la CYP97A para formar la zeinoxantina, la cual es transformada por la

CYP47C para generar la luteina.

( Via MEP o MVA )| GGPP Sintetasa

| DMAPP+(IPP); | GGPP

“ PSY

Fitoeno
PDS

Fitoflueno

| s CAROTENOS

tri-cis-{-Caroteno

Z-1S0
di-cis-{-Caroteno
ZDS
Neurosporeno
ZDS
tetra-cis-Licopeno
CRTISO
di-cis-Licopeno
CRTISO
LYCE __all-trans-Licopeno LYCB
d-caroteno e \ y-caroteno
l LYCB Lycs l
a-caroteno B-caroteno
l CYP97A HYD o CYP97A l
Zeinoxantina B-criptoxantina
l CYP97C HYD o CYP97A l
Luteina Zeaxantina
ZEP ‘ TVDE
Y
Anteraxantina
z zep | t
XANTOFILAS L
Violaxantina
NSY l
Neoxantina

Figura 2. Esquema general de la sintesis de carotenoides.

Posteriormente la zeaxantina puede ser modificada por epoxidacién en su anillo B en la
posicidn 5-6 para producir anteraxantina y posteriormente violaxantina, mediante reacciones
catalizadas por la zeaxantina epoxidasa (ZEP). Las reacciones contrarias son catalizadas por la
enzima violaxantina desepoxidasa (VDE). La interconversidén de la zeaxantina y violaxantina por
las ZEP y VDE crea un ciclo xantofilico que tiene un importante papel en la regulacion de la
conversion de la energia fotosintética. La violaxantina es transformada a neoxantina por una

reaccion catalizada por la neoxantina sintetasa (NSY) (Moise et al., 2014).
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1.3. Actividad antioxidante de los carotenoides

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno (ERN) son producidas durante el
metabolismo aerobio, procesos patoldgicos y estan involucradas en la etiologia bioquimica de
las enfermedades degenerativas (Stahl y Sies, 2005).

Una gran cantidad de factores como son el estrés psicolégico, las toxinas, drogas,
medicamentos, el tabaco y la obesidad pueden incrementar los valores de estrés oxidativo.

Es ampliamente reconocido que el exceso de ERO como las ERN y de radicales libres (RL)
induce estrés oxidativo, el cual no solo causa dafos significativos a nivel de las estructuras y
funciones celulares, si no que llegan mas alld, causando disfunciones a nivel de drganos
propiciando el desarrollo de diferentes patologias. La sobreproduccion de ERO y ERN se regulan
por medio de antioxidantes, ya sean enzimaticos (superdxido dismutasa, glutatiéon peroxidasa,
catalasa) o no enzimaticos (flavonoides, polifenoles, carotenoides) (Wang et al., 2016).

Es conocido que el estrés oxidativo juega un papel importante en parte de los desdrdenes
neurodegenerativos tales como el Alzheimer y el Parkinson.

El efecto beneficioso de los carotenoides procede fundamentalmente de su actividad
antioxidante, es decir, de su capacidad de escindir EROS, oxigeno molecular (O,) y radicales
peroxilo (Stahly Sies, 2005; Rao y Rao, 2007). Los carotenoides pueden escindir radicales de tres
formas distintas; (a) formando parte de las reacciones redox, (b) interviniendo como atractor de
hidrogenos y (c) mediante adiccion:

(a) CAR+ROO = CAR +ROO
(b) CAR+ROO - CAR + ROOH
(c) CAR+ROO - ROOCAR

La capacidad de los carotenoides de aceptar electrones de las especies reactivas y neutralizar
los radicales libres procede del sistema de enlaces dobles conjugados. Ademas, se ha observado
qgue los carotenoides pueden actuar también como prooxidantes bajo ciertas circunstancias.
Esta propiedad ha sido determinada de manera in vitro y se observé este comportamiento con
la suplementacion excesiva de B-caroteno (Eichler et al., 2002; Palozza, 1998).

El sistema de defensa antioxidante del ser humano es una red compleja que implica una gran
cantidad de antioxidantes tanto enzimaticos como no enzimaticos. Segun sugiere Bohm et al,
(1998), la interaccién entre compuestos estructuralmente diferentes y con actividades
antioxidantes variables proporciona una proteccién adicional frente al estrés oxidativo. Un
ejemplo de esta actividad sinérgica es la que se observa entre el a-tocoferol y el B-caroteno, los
cuales ven aumentada su ratio de inhibicidon de peroxidacién lipidica en comparacion con la

suma de sus efectos cuando actuan de manera independiente (Stahl et al, 1998).

11
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1.4. El color: definicion y medida

El color esta definido como la respuesta neuroldgica producida al estimular la retina por una
radiacion luminica visible. No se concibe como un concepto aislado, sino como un concepto
psicofisico que se relaciona tanto con la psicologia del observador, como con la fisiologia propia
de la visién y con la energia radiante espectral procedente de una fuente luminosa (Wyszecki y
Stiles, 1982).

La sensacién de color se produce por una serie de procesos tanto eléctricos como quimicos
gue se traducen en impulsos nerviosos que son transmitidos a través del nervio dptico hasta
donde se traduce la sefial, el cerebro. Este proceso esta mediado por la luz que alcanza la retina,
es decir, por un estimulo cromatico. Esto implica que el color no es una propiedad propia de los
objetos que refleja o transmiten la radiacidon luminica, sino que es una propiedad intrinseca de
la luz.

A la hora de elegir el sistema de especificacion de color, nos basamos en la recomendacion
de la Comisién Internacional de la lluminacion (CIE) del afio 1976, que avala el sistema
internacional de especificaciones del color CIE 1976 (L* a* b*) (CIELAB) debido a su uniformidad,
exactitud y precision, como el mas conveniente para la determinacién especifica del color en la
industria alimentaria.

El valor de L* esta definida como la coordinada que defina la claridad, la cual toma valores
entre 0 — que coincide con el negro — y 100 — que coincide con el blanco—. El resto de las
coordenadas, a* y b*, definen un plano perpendicular a L*. La primera de ellas, la coordenada
a* corresponde a la desviacién del punto cero o acromatico hacia el rojo si a* > 0, y hacia el
verde si a* < 0. De igual manera, la coordenada b* corresponde a la desviacidon en el eje
perpendicular al formado por la coordenada a *, hacia el amarillo si b* > 0 y hacia el azul si b*
<0 (Figura 3).

blanco
L=100

(a) (b) b

amarillo
+b*

+a -a’| a*

-a
verde rojo

L=0 bt
negro

Figura 3. (a) Espacio de Color CIE 1976-(L*a*b*). (b) Vista del plano (a*,b*) mostrando las
coordenadas polares C*,, y h,, (Rodriguez-Pulido, F. J., 2013)
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A partir de las coordenadas anteriores se definen dos magnitudes secundarias colorimétricas,
el cromay el tono. El croma, C*ab, determina el grado de saturacidn respecto a un determinado
color o tono. El valor 0 corresponde a los estimulos acromaticos y, por regla general, no suele
tomar valores mas alla de 150, aunque puede superar ese valor para algunas zonas del espacio.
El tono, h,p, es la propiedad cualitativa del color de un objeto (verde, rojo, etc.) y esta definido
por su posicién angular en un espacio de color cilindrico. Sus valores oscilan entre 02 y 3602, y
para estimulos acromaticos, donde a*=0 y b*=0, se considera una magnitud no definida.
Matemdticamente se determinan a partir de a* y b* segun las siguientes formulas:

(1) Cop=Va2+b™

(2) hgp=arctg (b /a")

1.4.1. Medida del color

El color de los alimentos es uno de los atributos sensoriales de mayor importancia, que
influye directamente en la aceptacion y percepcion de la calidad por parte de los consumidores.
Ademads, anticipa sensaciones relacionadas con otras caracteristicas organolépticas como el
sabor y el aroma, de ahi su relacion directa con la aceptabilidad de un alimento. Ademas, es el
Unico atributo del que se dispone de métodos analiticos de medida con la suficiente precision
como para poder sustituir una medida sensorial.

La medida del color se puede realizar de dos maneras: mediante evaluacién visual o analisis
instrumental. El analisis visual consiste en la evaluacidn de sus caracteristicas por medio de los
sentidos. Dependen de numerosos factores como el observador y las condiciones de
observacidn, la iluminacién, el material de cata, etc. (Hitay Romero, 1981). El entrenamiento de
jueces debe realizarse segun las normas UNE establecidas (UNE 87 024-1:1995 y UNE 87 024-
2:1996). La evaluacion visual esta relacionada principalmente con las preferencias de los
consumidores, por lo que este tipo de metodologia suele utilizarse para el desarrollo de nuevos
productos, analisis de aceptabilidad, comparacién con otros productos, estudios de vida util,
estudios de aceptabilidad y preferencia y estudios discriminativos y descriptivos (Carbonell et

al., 2007; Fernandez-Vazquez et al., 2012).

1.4.2. Anadlisis instrumental
La determinacién objetiva del color por medio de la definicidn tricromatica de esta propiedad
fisica, se basa en la consideraciéon de los estimulos coloreados como elementos diferentes
dentro de un espacio pseudovectorial de tres dimensiones. Mediante la integracion del

espectro, y de acuerdo con las condiciones de referencia elegidas del iluminante y del

13



Carotenoides, color y actividad antioxidante en distintas variedades de sandia

observador (CIE, 1991a; 1991b), se obtienen los componentes del vector o valores triestimulos,
a partir de los cuales la Comisién Internacional de lluminacién (CIE, 1986) define diferentes
sistemas colorimétricos: espacios de color y diagramas cromaticos asociados. En ellos es posible
la caracterizacidn de los puntos de color y su interpretacion mediante el calculo de pardmetros
psicofisicos relacionados (tono, claridad y croma).

Las medidas instrumentales son sencillas, precisas y versatiles y ademdas eliminan la
subjetividad asociada a las medidas visuales. De igual forma que las medidas visuales, es
necesario estandarizar las condiciones de la medida como la presentacion de la muestra (igual
volumen de muestra, recipiente que permita la agitacién), el fondo y entorno circundantes en
el que se presenta la muestra, el blanco de referencia con el que se calibra el equipo, etc.
(Meléndez-Martinez et al., 2005; Meléndez-Martinez et al., 2006)

Los instrumentos utilizados para las medidas instrumentales del color son colorimetros,
espectrofotémetros y espectrorradiometros.

Recientemente se ha comenzado a utilizar la digitalizacién y andlisis de imagen (DIA) para la
medida instrumental del color. Esta metodologia se basa en la adquisicién de una imagen para
su posterior analisis, del cual se puede obtener no sdlo el color total sino también la apariencia
del objeto. La utilizacion de una camara digital calibrada bajo condiciones de iluminacion
determinadas permite al usuario el control de la medida del color y la captura de imagenes con
gran precision, incluso en 3 dimensiones. Un sistema de medida digital registra el color en miles,
incluso millones, de puntos en la muestra: cada pixel se registra como una medida
independiente de color. Esto proporciona una informacidon mucho mas detallada sobre el color
de la muestra. Asi, la imagen digital puede ser usada para medir no sélo el color medio, sino
también la distribucion de color dentro de la muestra. Con la digitalizacion se consiguen
imagenes tan fiables que se corresponden perfectamente con el objeto original. Esta imagen
puede, posteriormente, ser facilmente procesada, duplicada o transmitida por via electrdnica.

Las ventajas que presenta esta metodologia son:

e  permite realizar medidas fiables y precisas de manera rapida, casi instantanea,
e obtencién de imagenes de gran calidad, que reflejan la apariencia total del
objeto, ademas del color.

Uno de los sistemas mas utilizados es el sistema DigiEye (Luo et al., 2001) que consta de una
camara digital Nikon D-80 conectada a una camara de iluminacién controlada (VeriVide
DigiEye®, Leicester, Reino Unido) y a un ordenador con el software DigiPix (Figura 4). De igual
manera que los otros métodos, las condiciones de medida deben estandarizarse, para lo cual se
utiliza una cabina de iluminacidon controlada donde se simula iluminacién difusa D65. Ademas,

la cdmara debe ser calibrada a partir de una carta de color estandar (Gretag Macbeth Colour
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Checker DC Chart) con el fin de caracterizar la respuesta relacionando sus sefiales RGB con las
especificaciones CIE bajo las condiciones de iluminacidn fijadas (Figura 4). De cada imagen se
obtienen los valores RGB para cada pixel, a partir de los cuales se debe realizar una

transformacion desde el espacio de color RGB a los espacios recomendados por la CIE (CIELAB).

Figura 4. Sistema DigiEye y carta de color estandar para calibracion.
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2. Objetivos

Los objetivos de este trabajo han sido caracterizar en muestras de distintas variedades de
sandia con diferente coloracién:

e El perfil y el contenido de carotenoides

e La actividad antioxidante por métodos in vitro

e El color mediante digitalizacién de imagen

3. Metodologia

3.1. Eleccién de las muestras
Se eligieron dos variedades de sandia - Citrillus lanatus (Tunb.) Matsum. & Nakai -, una
variedad con la pulpa roja, y otra variedad con la pulpa amarilla, de las que se desconocen su
procedencia y subespecie. Un total de 6 muestras fueron adquiridas en supermercados locales,

3 de cada variedad.

3.2. Toma de muestras
De cada muestra se seleccionaron distintas zonas para su analisis. Las zonas elegidas para
extraer el perfil de carotenoides han sido el corazén (H), l6culo (L), mesocarpio (B) y epicarpio
(C) (Figura 5). Para las zonas B, C y L se usaron triplicados procedentes de una misma sandia,
tanto de la roja como de la amarilla. Para la zona H, debido a su importancia nutricional se
muestrearon 3 sandias diferentes (3 rojas y 3 amarillas) de las cuales se tomaron triplicados.
Las muestras fueron liofilizadas, micronizadas y almacenadas a -20 2C, en atmdsfera de

nitrégeno y en ausencia de luz para su posterior extraccion.

Léculo (L) Epicarpio(C)

Corazon (H
(H) Mesocarpio (B)

Figura 5. llustracion de corte de sandia y de las zonas muestreadas.
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3.3. Determinacion del contenido de carotenoides
Material

Instrumentacion

- Centrifuga

- Vortex

- Bafio de Ultrasonido
- Concentrador

Reactivos

- Triclorometano

- Metanol

- Agua destilada

- Hexano: Acetona 1:1
- Diclorometano

- Eter dietilico

- Solucién de Cloruro de Sodio al 5% p/v

3.3.1. Extraccion de carotenoides de Sandia Roja

Para la determinacion del perfil de carotenoides se siguié la metodologia descrita por Fraser
y Bramley (2004) con modificaciones (Stinco et al., 2013).
Procedimiento analitico

- Microextraccion

Se pesan 200 mg de sandia liofilizada a los cuales se le adiciona 250 plL de metanol y se agita
en el vortex, posteriormente se afade 600 pL de triclorometano y 300 pL de agua. La mezcla se
agita en el vortex y se sumerge en un bafo de ultrasonidos durante varios minutos con el
objetivo de mejorar la extraccidn. Las fases se separan por centrifugacién a 14.000 rpm, durante
5 min a 4 °C. Las siguientes extracciones se realizan por adicciéon de 500 pL de triclorometano.
Se realizan extracciones hasta agotamiento del color. Las fases coloreadas se juntan y se
evaporan hasta sequedad en el concentrado bajo vacio a una temperatura de 302C. Los
extractos secos se conservan a -202C en atmosfera de nitrogeno y en ausencia de luz.

En el caso de las muestras de la cdscara y de la zona blanca el proceso de extracciéon varia
debido a la baja densidad de la muestra por lo que flota en los disolventes, para solventar este
problema la primera extraccion se realiza con la mezcla de metanol, triclorometano y agua, y la

segunda con 2 ml de agua y 2 ml de éter dietilico y las sucesivas con 1 ml de éter dietilico.

3.3.2. Extraccion de carotenoides de Sandia Amarilla
Para la determinacion del perfil de carotenoides se siguid la metodologia descrita por

Stinco et al. (2014).
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Procedimiento analitico

- Microextraccion

Se pesan 500 mg de sandia liofilizada a los que se le adiciona 2 ml de una mezcla de Hexano:
Acetona 1:1. La mezcla se agita en el vortex y se sumerge en un bafio de ultrasonidos durante
varios minutos con el objetivo de mejorar la extraccion. Las fases se separan por centrifugacion
a 14.000 rpm, durante 5 min a 4 2C. Las siguientes extracciones se realizan por adiccion de 1 ml
de una mezcla de Hexano: Acetona 1:1. Se realizan extracciones hasta agotamiento del color.
Las fases coloreadas se juntan y se evaporan hasta sequedad en el concentrado bajo vacio a una
temperatura de 302C. Los extractos secos se conservan a -202C en atmosfera de nitrégeno y en
ausencia de luz.

- Saponificacidn

El proceso de saponificacion es necesario por la presencia de xantofilas esterificadas y de
sustancias que podrian interferir en el analisis. La saponificacién se realiza directamente en el
eppendorf. Se le afiade 650 plL de diclorometano y 650 pL de potasa metandlica al 20 % y se
mantiene en agitacion durante una hora en ausencia de luz. El primer lavado se realiza con 500
pL de Cloruro sédico al 5 %, se agita suavemente y se centrifuga a 14000 rpm, durante 4 min a
4°C. Los sucesivos lavados se realizan con 500 plL de agua. Se continua lavando hasta alcanzar
un pH neutro. Las fases coloreadas se evaporan hasta sequedad en el concentrador bajo vacio
a una temperatura de 302C. Los extractos secos se conservan a -202C en atmosfera de nitrégeno

y en ausencia de luz.

3.4. Analisis cromatografico

Los extractos de carotenoides fueron analizados por cromatografia liquida de rapida
resolucion (RPLC) en un sistema Agilent 1260 equipado con detector DAD. Como fase
estacionaria se utilizé una columna C30 (150 x 4,6 mm, 3 um) (YMC, Wilmington, NC) protegida
por una pre-columna de C30 correspondiente (3 um, 10 x 4 mm). Esta columna es muy eficiente
para la separacién de isémeros geométricos de carotenoides, debido a que la separacion
depende tanto de la planaridad como de la forma de los mismos (Breitenbach et al., 2001;
Meléndez-Martinez et al., 2007; Sander et al., 2000). Los disolventes utilizados en la fase movil

fueron: Fase A: Metanol (MeOH), Fase B: Metil-t-butil éter (MTBE) y Fase C: Agua MilliQ

El gradiente de elucidn utilizado fue el siguiente:
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Tabla 1. Gradiente de elucion

Tiempo (min) Mezcla de eluyentes

0 90% de MeOH + 5% de MTBE + 5% de agua
5 95% de MeOH + 5% de MTBE
10 89% de MeOH + 11% de MTBE
16 75% de MeOH + 25% de MTBE
20 40% de MeOH + 60% de MTBE
22,5 15% de MeOH + 85% de MTBE
25 90% de MeOH + 5% de MTBE + 5% de agua
28 90% de MeOH + 5% de MTBE + 5% de agua

El flujo utilizado fue de 1 mL/min y el volumen de inyeccion segun la Tabla 1. Las longitudes
de onda seleccionadas fueron 285, 350, 410, 450 y 472 nm usando el software Openlab. La
temperatura de columna se mantuvo a 20 °C. Cada dia, al finalizar los andlisis, la columna se
limpié con MTBE: MeOH (50:50) durante 20 minutos.

Material

Aparatos e instrumentacion:

- Cromatodgrafo liquido Agilent Technologies HP 1260, equipado con:
e Bomba cuaternaria.
¢ Desgasificador de vacio.
e Compartimento termostatizado para columna.
e Inyector automatico.
e Detector de diodos.
e Columna YMC C30 (3 um, 150 x 4.6 mm) (YMC Wilmington, NC, EEUU).
e Pre-columnade YMC 30 (3 um, 10x 4 mm) (YMC Wilmington, NC, EEUU).
e Software Openlab.

Reactivos

- Acetato de etilo (Panreac; Barcelona, Espafia), Ref.351318

- Metanol calidad HPLC (MeOH) (Merck, Ref 1.06018)

- Metil-t-butil éter (MTBE) calidad HPLC (Merck, Ref. 1.01845)

- Agua MilliQ obtenida de un equipo de filtracion NANOpure Dlamond (Barnsted Inc.
Dubuque, 10).

Procedimiento analitico

Inyeccion

Los extractos se redisuelven en los pL de acetato de etilo indicados (Tabla 2) y se centrifugan
a 14.000 rpm, durante 5 minutos a 4 °C. Se toman 30 uL del sobrenadante y se introduce en el

vial, para su posterior inyeccién en el RPLC.
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Tabla 2. Relacion del peso de muestra, volumen de disolucion y volumen de inyeccion

Nombre Peso Vol. Disol  Vol. Inyect Nombre Peso Vol. Disol  Vol. Inyect
muestra (g) (uL) (uL) muestra (g) (uL) (uL)
RHA-1 0,2166 50 5 AHA-1 0,5054 100 5
RHA-2 0,2017 50 5 AHA-2 0,5092 100 5
RHA-3 0,2112 50 5 AHA-3 0,5106 100 5
RHB-1 0,2036 50 5 AHB-1 0,5069 100 5
RHB-2 0,2043 50 5 AHB-2 0,5001 100 5
RHB-3 0,2070 50 5 AHB-3 0,5107 100 5
RHC-1 0,2070 100 2 AHC-1 0,5132 100 5
RHC-2 0,2039 100 2 AHC-2 0,5129 100 5
RHC-3 0,2081 100 2 AHC-3 0,5054 100 5
RL-1 0,2088 100 5 AB-1 0,5023 100 5
RL-2 0,2096 100 5 AB-2 0,5014 100 5
RL-3 0,2006 100 5 AB-3 0,5012 100 5
RB-1 0,2100 100 5 AL-1 0,5148 100 5
RB-2 0,2076 100 5 AL-2 0,5054 100 5
RB-3 0,2011 100 5 AL-3 0,5000 100 5
RC-1 0,2021 100 2 AC-1 0,4999 100 2
RC-2 0,2059 100 2 AC-2 0,5072 100 2
RC-3 0,2055 100 2 AC-3 0,5055 100 2

Identificacidn de los carotenoides.

La identificacién de los carotenoides presentes en las muestras analizadas se llevo a cabo por
comparacion de su comportamiento espectroscopico y cromatografico con los de estandares
aislados de acuerdo a protocolos recomendados (Rodriguez-Amaya, 2001). Ademas, se
utilizaron diversos indices como:

e %lll/Il: que se define como la relacién entre la altura de la tercera banda de absorcidn
(1) y la de la segunda (lIl), considerando como linea base el minimo entre ambas bandas,

multiplicado por 100 (Britton et al., 1995) (Figura 6 ).

\ /T\j it
VA

/
/
P

Figura 6. Representacién esquematica del calculo de %llI/II.

e Qratio: cociente entre la banda del “pico cis” del espectro y la banda Il (normalmente A

max). Se ha utilizado para identificar tentativamente los diferentes isémeros cis.

Cuantificacion de los carotenoides

Las concentraciones de los carotenoides en las muestras analizadas se determinaron

mediante una calibracidn externa con curvas de calibrado construidas con sus correspondientes
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patrones (estandares comercialmente disponibles o estandares aislados a partir de diversas

fuentes en nuestro laboratorio (Rodriguez-Amaya, 2001).

3.5. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de la fraccidn lipofilica de las muestras de sandia estudiadas se

determind en los extractos obtenidos para la determinacién de carotenoides. El método

utilizado

fue el método TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity Assay) que se basa en la

captacién del radical catiéon ABTS " generado en el medio de reaccién frente a un antioxidante,

lo que produce la caida de absorbancia medida a 734 nm (Re et al., 1999). La diferencia entre

las medidas de absorbancia inicial y final debida a la reduccion experimentada por el compuesto,

proporciona de manera indirecta, la actividad antioxidante in vitro de la sustancia reductora.

Material

Aparatos e instrumentacion:

- Espectrofotometro de diodos UV-Visible

- Cubetas de plastico de volumen reducido y de 1 cm de paso de luz.

Reactivos
- Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico)
- ABTS (acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)
- Persulfato de Potasio
- Acetato de etilo
- Etanol
Soluciones

Solucién stock de ABTS 7 mM en agua: se disuelven 0.0384 g de ABTS y se llevaa 10 ml
con agua.

Solucién de stock del radical ABTS (ABTSe+): se produce al reaccionar la solucién ABTS
stock con persulfato de potasio de concentracién 2.45 mM (0.662 mg/ml solucidn). Esta
solucién se almacena a temperatura ambiente y al abrigo de la luz durante 10-16 horas
para conseguir la formacién completa del radical. Es estable en oscuridad por dos dias.
Soluciones de trabajo ABTS. Se preparan por dilucién de la solucién stock del radical
con etanol, tal que la absorbancia a 734 nm sea 0.70+0.02 a 30°C.

Soluciéon madre de Trolox en etanol (2.5mM) (0.626 mg trolox/ ml solucion)
Soluciones de trabajo: se preparan diariamente 5 soluciones (1.25, 1, 0.75, 0.5, 0.25
mM) a partir de la solucién madre de Trolox en etanol.

Solucién de muestra: se resuspenden los extractos de carotenoides dependiendo la

zona y variedad (Tabla 3)
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Tabla 3. Volumenes de diluyente en funcidn de la variedad y zona de la muestra

Volumenes de acetato de etilo ( uL)

Variedad Blanco Cascara Corazon Lateral
Sandia Roja 90 90 180 180
Sandia Amarilla 90 90 90 90

Procedimiento analitico

Recta de calibrado

La recta de calibrado se realiza con las disoluciones de trabajo de Trolox. Se adiciona 1 mL de
la solucién del radical ABTS en cubetas de plastico y se mide la absorbancia a tiempo 0.
Posteriormente se adiciona 10 uL de cada disolucién patrén de Trolox, se agita y se incuba a
302C. Después de 6 minutos, se mide la absorbancia a 734 nm en espectrofotometro. Se

determina el porcentaje de inhibicién segun la siguiente férmula:

Alnhibicion=(Abs,_o-Abs,_)
Abs;_o

Donde:
Abs ;o es la absorbancia a tiempo inicial (previa adicion del patrén)
Abs ;. es la absorbancia obtenida al tiempo fijado de lectura.
Con los valores del A Inhibicién y las concentraciones de Trolox obtenidos se realiza la recta

de calibrado.

Determinacién de la actividad antioxidante de las muestras

Se adiciona 1 mL de la solucién del radical ABTS y se mide la absorbancia a tiempo 0.
Posteriormente se adicionaron 5 pL y 15 plL del extracto obtenido para la determinacion de
carotenoides y se agita, este proceso se realiza por triplicado para ambos volimenes. Después
de 6 minutos, se mide la absorbancia a 734 nm en el espectrofotdmetro. Con los valores del A

Inhibicidn obtenidos y los volumenes de muestra utilizados se realiza la recta de cada muestra.

Calculos

La actividad antioxidante en equivalente de Trolox (TEAC) fue calculada dividiendo la
pendiente de la curva de muestra y la pendiente de la curva de Trolox estandar, teniendo en
cuenta la el volumen de extracto y el peso de muestra utilizado en la extraccién de carotenoides.

La actividad antioxidante se expresa en milimoles de Trolox equivalentes por gramo de sandia.
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3.6. Analisis del color

La adquisicion de las imdagenes se realizé con un sistema DigiEye (Luo et al., 2001) que consta
de una camara digital Nikon D-80 conectado a una camara de iluminacion controlada (VeriVide
DigiEye®, Leicester, Reino Unido) y un ordenador con el software DigiPix. Para este tipo de
mediciones, las muestras fueron iluminadas por un simulador de iluminacion difusa D65. La
camara fue calibrada con una carta de color estandar (Gretag Macbeth Colour Checker DC Chart)
con el fin de caracterizar la respuesta de la camara, relacionando sus sefiales RGB con las
especificaciones CIE bajo las condiciones de iluminacion fijadas. Para la obtencién de los
parametros de color es necesario realizar la transformacién desde el espacio de color RGB a los
espacios recomendados por la Comisién Internacional de la luminacién (CIE). Esta
transformacion no es directa y se necesita una calibracidon que depende entre otros factores, de
la iluminacion al capturar las imagenes (Ledn et al., 2006). A partir de cada imagen se obtienen

los parametros CIELAB usando el software DigiFood® (Meléndez-Martinez et al., 2005)

Material

Aparatos e instrumentacion:

Sistema Digieye:

e Digital camera Nikon D-80.
e Cabina de iluminacidn.
e Carta de color standard (Gretag Macbeth Colour Checker DC Chart).

Procedimiento analitico

Para las mediciones de color, las diferentes sandias fueron cortadas en dos mitades y los
epicarpios en diferentes trozos representativos del color. A continuacion, se colocan dentro de
la cabina y se adquiere la imagen correspondiente. A partir de las imagenes obtenidas, se
recortan areas, las cuales se procesan utilizando el software DigiFood® a partir del cual se

obtienen los parametros colorimétricos.

3.7. Analisis estadistico
El analisis estadistico basico se llevd a cabo con el software InfoStat. Los resultados se
procesaron para obtener la media y la desviacion estandar, asi como el analisis de la varianza
junto con la prueba de Tukey para obtener las diferencias significativas. Ademas, se han
explorado correlaciones, tanto lineales como multiples, entre los parametros quimicos vy

colorimétricos de los corazones de ambas variedades.
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4. Resultados y discusion
Perfil de carotenoides en las distintas partes de la sandia

La identificacion de los distintos carotenoides se realizé a partir de los cromatogramas (Figura
7) de las diferentes muestras, por comparacion con patrones. Para ello, se consideraron el
tiempo de retencion, el espectro de absorcion y la longitud de onda maxima de absorcion de
cada compuesto (Tabla 4). Una vez identificados los compuestos, se integré cada pico,
obteniéndose el area (AUC), a partir de la cual se calcula la concentracién mediante

interpolacién en rectas obtenidas de patrones.

Tabla 4. Longitud de onda de los compuestos identificados que corresponde con su mdximo de

absorcién

Para calcular el contenido expresado como ug de compuesto por cada gramo de muestra
liofilizada se tuvo en cuenta el volumen de inyeccidn, el volumen de disolucién del extracto

organico y el peso de muestra (Tabla 2).
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Figura 7. A- Cromatograma de una muestra de corazon de sandia roja a 285, 350, 472 nm. B- Espectros
de absorcion de los compuestos identificados. C-Espectros de absorcidn de los isomeros del licopeno. 1
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Fitoeno (fucsia), 2 Fitoflueno (verde), 3 B-caroteno (rojo), 4 Isémeros de licopeno, 5 trans-licopeno
(azul).

La figura 7 muestra un cromatograma del corazén de la sandia roja. Los carotenoides
identificados fueron fitoeno, fitoflueno, B-caroteno, varios isémeros del cis-licopeno, trans-
licopeno y (-caroteno. En el caso de la sandia amarilla los principales carotenoides identificados
fueron luteina, fitoeno, violaxantina, B-caroteno y un isémero de este, ademas se identificé y
cuantifico el a-tocoferol por su relacién con la actividad antioxidante (Figura 8).

En los epicarpios el Unico carotenoide presente en ambas variedades fue la luteina, siendo
este el Unico identificado en la sandia roja, y el a-tocoferol. En la sandia amarilla encontramos,
ademas, dos isomeros del B-caroteno, violaxantina y neoxantina. Ademas del a-tocoferol, se
identificaron y cuantificaron clorofilas en la sandia amarilla, y sus derivados (feofitinas) en la
sandia roja, ya que son los pigmentos responsables del color verde del epicarpio.

En el mesocarpio se identificaron luteina y feofitina A en la sandia roja, y en la amarilla ademas

se identificaron feofitina B-1, clorofila A y a-tocoferol.
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Figura .8 A- Cromatograma de una muestra de corazén de sandia amarilla a 285 y 450 nm. B- Maximos
de absorcidn de los diferentes compuestos. 1- Violaxantina 2- Luteina 3- Fitoeno 4- [-caroteno 5-
Isémero B-caroteno.

En los Iéculos de ambas variedades encontramos B-caroteno y varios isomeros de fitoeno, de

fitoflueno y C-caroteno. Por parte de la sandia amarilla identificamos ademas luteina,
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violaxantina y a-tocoferol, y en su homdloga roja encontramos distintos isémeros, tanto cis
como trans- del licopeno.
Como puede observarse los perfiles son distintos en términos cualitativos y cuantitativos,

como podremos comprobar mds adelante.

Contenido de carotenoides y actividad antioxidante en el epicarpio (cascara)

La tabla 5 muestra los contenidos medios de carotenoides y actividad antioxidante en las
muestras de epicarpios de las dos variedades analizadas y los resultados del andlisis de la
varianza ANOVA (p<0.05). Ademas, se identificd y cuantificé el a-tocoferol y clorofila Ay By

derivados de estas (feofitinas).

Tabla 5. Cantidad de compuestos aislados en las zonas del epicarpio expresados en ug por
gramo de muestra liofilizada.

Composicion Amarilla Dif SIG
B-caroteno - 11,98 + 2,40 -
Iso-B-caroteno - 1,66 +0,32 -
Luteina 44,60 + 0,62 31,97 4,44 -
Violaxantina - 2,63+0,30 -
Neoxantina - 5,35+0,48 -
Feofitina A 231,82 +1,42 - -
Feofitina B-1 7,50+0,11 - -
Feofitina B-2 7,85+ 0,80 - -
Feofitina B-3 36,82 +4,73 - -
Clorofila A - 391,95 + 25,48 -
Clorofila B - 198,76 + 14,68 -
a-tocoferol 81,63 +7,93 50,91 + 21,37 -
> Carotenoides 44,60+ 0,62 53,59+7,93 -
> Clorofilas 284,02 + 6,81 673,59 + 65,96 *
TEAC 0,16 +0,16 - -

*diferencias significativas (p<0.05)

Los resultados obtenidos mostraron que los principales compuestos encontrados en el
epicarpio de sandia roja fueron feofitina A y en menor medida feofitina B, a-tocoferol y luteina,
siendo este el Unico carotenoide (xantofila) identificado en el epicarpio de sandia roja.

Por otro lado, en la sandia amarilla encontramos principalmente clorofilas y en menor
cantidad a-tocoferol y carotenoides como el B-caroteno e isémero, violaxantina, neoxantina y
luteina, siendo este ultimo el que se ha cuantificado en mayor cantidad.

Cabe destacar que no existieron diferencias significativas entre los valores individuales de los
compuestos que comparten ambas variedades, pero si existe entre las cantidades totales de
clorofilas y entre los perfiles. Unos datos a tener en cuenta es la diferencia de clorofilas, asi, en

la sandia amarilla solo encontramos clorofilas A y B, mientras que en la sandia roja todo el
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computo de clorofilas procede de la feofitina Ay B. Este hecho se puede deber a que en la sandia
roja las clorofilas como tal se han degradado a feofitina, ya sea por la idiosincrasia de la variedad
o por la madurez de la sandia muestreada.

Los resultados obtenidos mediante la técnica TEAC para evaluar la actividad antioxidante de
algunas muestras de sandia amarilla no se han presentado en la tabla 5, ya que la presencia de
clorofilas interfirié en las medidas de absorcién en las que se basa el método vy los resultados
obtenidos no fueron coherentes. Tras detectar el problema y centrifugar las muestras restantes,
fue posible obtener dos medidas procedentes de la sandia roja, las cuales no son
representativas, pero se han incluido en la tabla para dejar constancia de que el epicarpio si

tiene actividad antioxidante, aunque no se pueda cuantificar por este método.

Contenido de carotenoides y actividad antioxidante en el mesocarpio (blanco)

La siguiente zona analizada fue el mesocarpio, facilmente reconocible por ser una zona
blanquecina comprendida entre la cascara y la zona comestible.

La tabla 6 muestra los contenidos medios y desviacion estandar de los compuestos
identificados en las dos variedades analizadas y los resultados del analisis estadistico de la

variaza (ANOVA).

Tabla 6. Cantidad de compuestos aislados en las zonas del mesocarpio (blanco) expresados en

ug por gramo de muestra liofilizada.

Mesocarpio

Compuesto Roja Amarilla Dif SIG
a-tocoferol - 5,06 + 0,84 -
Luteina 4,39+1,22 1,93+0,20 *
Feofitina A 27,04 £ 1,40 9,96 + 1,46 *
Feofitina B-1 - 1,16 £ 0,18 -
Clorofila A - 8,29+1,97 -
> Carotenoides 4,39+1,22 1,93 £0,20 i
> Clorofilas 27,04 £ 1,39 19,41+ 3,51 *
TEAC 0,12 + 0,06 0,02 £0,01 -

*diferencias significativas (p<0.05)

En la sandia roja solo encontramos feofitina A como representante de las clorofilas, y a la
luteina por parte de los carotenoides, mientras que en la amarilla ademas de clorofilas (clorofila
Ay sus derivados, feofitinas Ay B) y de carotenoides (luteina) encontramos a-tocoferol, aunque

en cantidades mucho mas bajas que las encontradas en la céscara.
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En este caso, en los compuestos comunes a las dos variedades (feofitina A y luteina) si se
presentan diferencias cuantitativas significativas, al igual que ocurre con el contenido total de
carotenoides y clorofilas.

En cuanto a la actividad antioxidante observamos que las dos variedades presentan actividad
antioxidante, en el caso de la sandia roja el valor medio es mayor que el observado en la sandia

amarilla, pero debido a la desviacién de los datos estos no son significativamente diferentes.

Contenido de carotenoides y actividad antioxidante en el Léculo

El I6culo hace referencia a la zona placentaria que se comprende entre los carpelos. Es una
zona de gran interés por formar parte de la denominada zona comestible, que al fin y al cabo es
la que mas importancia tiene.

La tabla 7 muestra los contenidos medios y desviacion estandar de compuestos identificados
y actividad antioxidante en las muestras de léculo de las dos variedades analizadas y los
resultados del andlisis de la varianza ANOVA (p<0.05).

Los resultados mostraron que en esta zona de la sandia encontramos mas diversidad tanto de
carotenos como de xantofilas.

Tabla 7. Cantidad de compuestos aislados en las zonas del Ioculo expresados en ug por gramo
de muestra liofilizada

Loculo

Compuesto Roja Amarilla  Dif SIG
> Fitoeno 6,08 + 2,49 0,21 -
> Fitoflueno 4,80+ 2,19 0,32 -
> {-caroteno 2,29+0,70 0,092 -
B-caroteno 1,58 £ 0,60 0,09 £ 0,03 &
> cis-licopeno 6,82 + 3,11 - -
trans -licopeno 33,66 +9,19 - -
5-cis-licopeno 7,96 £ 0,76 - -
Luteina - 0,85+0,10 -
Violaxantina - 0,06 + 0,02 -
a-tocoferol - 2,03+1,30 -
> Carotenoides 63,18+ 14,54 1,20%+0,48 *
TEAC 0,50+0,14 0,05+ 0,03 &

*diferencias significativas (p<0.05)

En ambas variedades se identificaron numerosos isdmeros cis de: fitoeno (2 isdmeros),
fitoflueno (3 isdmeros), {-caroteno (3 isémeros) y licopeno (5 isémeros), este Ultimo solo se ha
identificado en la variedad roja. Para simplificar las tablas se han expresado como sumatorio de

todos sus isomeros identificados.
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El contenido total de carotenoides fue 60 veces mayor en la sandia roja. Entre ellos aparecen
carotenoides incoloros como el fitoeno y fitoflueno, -caroteno, B-caroteno, cis-licopeno, 5-cis-
licopeno y mayoritariamente trans-licopeno, el cual supone el 53% del total de carotenoides.

Por otro lado, en la sandia amarilla encontramos precursores de la via de los carotenoides
(solo fueron identificados en una de las tres muestras), {-caroteno y -caroteno en cantidades
menores en las encontradas en las sandia roja y xantofilas como la violaxantina y la luteina,
siendo esta Ultima el principal carotenoide suponiendo el 50% del total. Ademas, encontramos
a-tocoferol, aunque en cantidades mds bajas que las encontradas en la cascara.

Destacar que solo aparecen diferencias significativas entre las cantidades individuales en el
caso del B-caroteno. También existe en el sumatorio de carotenoides y en la actividad
antioxidante.

En lo referente a la actividad antioxidante, la sandia roja tiene un valor de TEAC 10 veces
mayor al obtenido en la sandia amarilla, lo que concuerda con su mayor contenido en

carotenoides.

Contenido de carotenoides y actividad antioxidante en el corazdn

El corazon al igual que el I6culo forma parte de la zona comestible y es donde probablemente
la concentracion de carotenoides es mayor, por su mayor coloracion, y es la que presenta mayor
interés desde el punto de vista nutricional, por lo que se eligieron 3 sandias y se muestrearon
por triplicado. La tabla 8 muestra los niveles medios y desviacién estandar de los compuestos

identificados en la variedad roja y el resultado del analisis de la varianza (ANOVA).

Tabla 8. Cantidad de compuestos aislados el corazon de sandia roja expresados en ug por

gramo de muestra liofilizada

Corazon Sandia Roja

Compuesto RHA RHB RHC
> Fitoeno 3,09+3,98a 7,39+4,41a 21,94 +4,08 b
> Fitoflueno 5,38+0,80 a 5,79+3,33a 15,84 + 6,06 a
> {-caroteno 1,15+0,07 a 2,06+1,26a 6,73+6,55a
B-caroteno 5,56 £ 0,55 a 4,48 + 2,66 a 6,36+ 1,67 a

> cis-licopeno 12,48+ 0,41 a 11,68 +0,51a 25,50+ 12,93 a
trans-licopeno 23,88 +3,30a 35,32 +27,57 a 63,32 +12,27 a

5-cis -licopeno 4,78 +0,05 a 450+1,20a 17,56 +0,54 b
> Carotenoides 56,31+1,18 a 71,23 +32,57a 157,26+33,59b
TEAC 0,33+0,13 a 0,86+0,09b 0,46+0,18ab

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)
Los resultados mostraron que en el caso de las sandias rojas solo se encontraron diferencias

significativas entre muestras en el 5-cis-licopeno, el sumatorio de fitoeno, y el contenido total
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de carotenoides de las sandias Ay B con respecto a la C, y en el valor del TEAC entre las sandias
A con respecto a B y C. Estas diferencias se pueden deber al diferente grado de madurez de las
sandias analizadas.

En el caso de las variedad amarilla, la tabla 9 muestra los contenidos medios y desviacion
estadar de los compuestos identificados y de la actividad antioxidante y los resultados del
analisis de la varianza ANOVA (p<0.005).

Tabla 9. Cantidad de compuestos aislados en el corazdn de sandia amarilla expresados en ug
por gramo de muestra liofilizada.

Corazon Sandia Amarilla

Compuesto AHA AHB AHC
> Fitoeno - 0,08 £0,07 a 0,21+0,25a
B-caroteno 0,10+0,04a 0,38+0,02b 0,19+ 0,06 a
Luteina 1,57+0,49 a 1,27+0,09a 0,93+0,13a
Violaxantina 1,44 + 0,45 a 0,08 £0,08 b -
> Carotenoides 3,11+0,97 a 1,78+0,11 a 1,26+0,39b
TEAC 0,06+£0,04a 0,04+002a 0,02+0,00a

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)

Segun los resultados obtenidos, podemos apreciar que existen diferencias significativas en la
cantidad de B-caroteno entre las sandias Ay C con respecto a B, de violaxantina entre las sandias
Ay B, y del contenido de carotenoides totales entre las sandias Ay B frente a C. Se observa una
tendencia en los resultados de la cantidad de carotenoides totales y la actividad antioxidante,
de manera que a mas cantidad de carotenoides mayor es la actividad antioxidante de la muestra.

Con el fin de establecer diferencias significativas entre variedades rojas y amarilla se
llevé a cabo un analisis de la varianza (ANOVA) obteniéndose los resultados que se muestran en
la Tabla 10.

Tabla 10. Cantidad de compuestos aislados en las zonas del corazén expresados en ug

por gramo de muestra liofilizada

Corazon

Compuesto Roja Amarilla Dif SIG
> Fitoeno 13,42 £8,71 0,13+0,15 *
> Fitoflueno 10,49 £ 6,23 - -
> {-caroteno 3,58 +4,43 - -
B-caroteno 5,45 + 1,90 0,22 +0,13 <
> cis-licopeno 17,06 £ 9,84 - -
trans-licopeno 42,96 + 23,85 - -
5-cis -licopeno 9,50+6,74 - -
Luteina - 1,26 £ 0,38 -
Violaxantina - 0,90+0,81 -
> Carotenoides 99,76 + 54,14 2,05 + 0,98 &
TEAC 0,51+ 0,25 0,04 £ 0,03 *
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*diferencias significativas (p<0.05)

En el corazdn de la sandia roja es donde mayor cantidad de carotenoides encontramos, tanto
incoloros como el fitoeno y el fitoflueno como de carotenos (B y ) y de licopeno (cis, trans y 5-
cis). La cantidad total de carotenoides es un 37 % mayor que la encontrada en la zona léculo, sin
embrago la actividad antioxidante (TEAC) permanece constante.

En la sandia amarilla encontramos una baja variedad de compuestos, 4, frente a los 7 aislados
en la misma zona de la sandia roja. Los carotenoides identificados fueron el fitoeno, el
[-caroteno, ambos en cantidades significativamente inferiores a las encontradas en la variedad
roja, luteina y violaxantina. A diferencia de lo que ocurre en la sandia roja, en la sandia amarilla
los carotenoides caracteristicos de la variedad (en este caso la luteina y la violaxantina) aparecen

en mayor concentracioén en la cascara, que en la parte comestible del corazon.

Contenido de carotenoides y actividad antioxidante en la parte comestible

La zona comestible es la zona central cuyo color es caracteristico de la variedad de la sandia
y la forman el corazén y el l6culo. Con el objetivo de presentar los datos de una forma mas facil
de interpretar, los datos de la siguiente tabla (Tabla 11) se presentan como pg por 100 gramos
de producto fresco. Para lo cual se determind el contenido de agua de cada fraccién analizada,
teniendo en cuenta el peso de la muestra fresca y el peso de la muestra liofilizada. Los
contenidos medios de humedad fue del 89% para ambas las variedades.

Tabla 11. Cantidad de compuestos por porcion de parte comestible expresado g por 100
gramos de parte comestible

Parte comestible

Compuesto Roja Amarilla Dif SIG
> Fitoeno 106,51 £ 84,47 1,61+1,56 -
> Fitoflueno 86,2 £ 59,71 3,17 -
> {-caroteno 33,43 +37,98 0,90 -
B-caroteno 48,42 + 28,20 2,08 +1,47 *
> cis-licopeno 152,89 £ 97,54 - -
trans-licopeno 425,25 + 225,20 - -
5-cis-licopeno 92,87 +55,18 - -
Luteina - 12,27 + 3,78 -
Violaxantina - 5,80 £ 7,45 -
a-tocoferol - 19,79+ 12,71 -
> Carotenoides 945,56 + 495,96 19,36 + 9,16 *

*diferencias significativas (p<0.05)
Debido a los altos valores de la desviacion estandar, no se aprecian diferencias significativas
entre variedades, excepto para los valores de carotenoides totales y [B-caroteno. Aunque

observamos en concordancia con Fehér (1993), que en la sandia amarilla la cantidad total de
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carotenoides es < 1ppm y que las xantofilas son mayoritarias, suponiendo el 70% de los
carotenoides. En la sandia roja todos los carotenoides son carotenos y el licopeno es el caroteno
mayoritario, ascendiendo al 70% del total. Por otro lado, la cantidad total de carotenoides en la
sandia es un 37% menor a lo referido en la bibliografia y asi como el contenido de -caroteno
(Fehér, 1993). Por otro lado, en la sandia roja, el contenido total de licopeno (sumatorio de los
tres isdmeros cuantificados), de los cuales el 60% corresponde a trans-licopeno, es inferior al
descrito por otros autores (Beltran et al.,2012). Estas diferencias se pueden deber al pequefio
tamano del muestreo, al grado de madurez de las muestras analizadas, al almacenamiento, al

clima o factores agrondmicos que influyen en la cantidad de los carotenoides y su conservacion.

Color
La figura 9 muestra las imagenes obtenidas a partir del sistema DiyeEye® a partir de las cuales

se obtuvieron los pardmetros colorimétricos (L*, a*, b*, C*,, y hap).

Figura 9. Imagenes tomadas por el sistema DigiEye®. 1- Cascara de sandia amarilla.
2- Corte de sandia amarilla. 3- Cascara de sandia roja. 4- Corte de sandia roja.

La Tabla 12 muestra las coordenadas de color y su desviacion estandar obtenidas con el
sistema DigiEye® correspondientes a la zona del corazén analizadas de las dos variedades de

sandia.
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Tabla 12. Datos de color de los corazones de ambas variedades

Corazon
Roja Amarilla
RHA RHB RHC AHA AHB AHC
47,57 +3,87a/50,99+0,32a 4561+1,18 a 85,72+0,77b 81,27+1,15a 80,60+1,51a
40,08+0,91a 43,70+£0,39a] 42,15+2,69a 540+042a 8,04+0,55b 11,59+1,13c
30,69+0,84a 3503+0,75b 32,11+1,08a 56,22+3,13a 57,06+4,54a 71,00+£0,23 b
C*ab 50,48 +1,18a 56,01 +0,61b 52,99+2,79ab 56,48+3,16a 57,62+4,57a 71,95+0,21b
37,44+0,43a 38,71+060a 37,33+x0,86a 84,51+0,13b 81,97+0,14a 80,73+0,90a

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)

A partir de los datos obtenidos con el sistema DigiEye® se han realizado los diagramas de
color. La figura 10 muestra la disposicion de las muestras de corazdn de las dos variedades en el
diagrama a*b y de claridad (L*). Todas las muestras se localizaron en el primer cuadrante,
tomando tanto a* como b* valores positivos. Puede observarse una diferenciacién clara entre

las dos variedades.

Diagrama (a*b*)

70

Lt

® Roja
Amarilla

*
a -

Figura 10. Diagrama a*b* y de claridad de las muestras de corazén de ambas variedades.

Se observo que los valores de L* para las variedad roja son menores que para la amarilla, lo
gue significa que la sandia roja es mas oscura ya que sus valores de claridad (L*) oscilaron entre
79 y 86, mientras que la sandia amarilla fue mas clara con valores entre 44 y 51 En lo que

respecta al tono (h,,) se observé que la sandia roja mostro valores que se sitian entre los 30 —
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409, lo que indica un color rojo-rosado mientras que sandia amarilla se encuentran en la zona

mas cercana a los amarillos con tonos medios de 822. Estos resultados se pueden relacionar con

la composicién de carotenoides, ya que en la variedad roja el licopeno fue el carotenoide

presente en mayor cantidad (70% del total) y, es el responsable del color, de acuerdo con

estudios previos de Meléndez-Martinez et al., (2010). De igual manera en la variedad amarilla,

los carotenoides mayoritarios son luteina y violaxantina, ambos de color amarillo.

Los valores de croma (C*,,) fueron mayores para las variedades amarillas, por lo que

presentan colores mas cromaticos es decir mas vivos.

La tabla 13 muestra los parametros colorimétricos medios de las distintas partes de sandia

analizadas

Tabla 13. Datos de color de las distintas partes de la sandia analizadas

m Cascara Blanco Léculo Corazén
m Roja Amarilla Roja Amarilla Roja Amarilla Roja Amarilla
61,1+10,42a 44,63+294a 756+2,76a 84,04+273b 44,51+4,55a 8522+0,73b 8253+2,36 a 48,05+296b
P 946:177a -1142+155a -143:032a -547+0,59b 3953:166a 4,97:039b 834%2,64a 42,00£1,97b
P 2559+1,90a  21,43+1,74b 33,69+105a 34,18+3,60a 30,12+2,38a 51,35+0,98b 61,43+7,52a 32,61+2,00b
(PN 43,45 £ 26,262 24,29+2,24a 33,72:106a 34,62+352a 49,72+248a 51,59+10la 6202%7,77a 53,16+2,66b
PO 11035+4,10a 117,98+ 1,48b  92,42+0,51a 99,20+1,69b 37,27+1,71a| 84,48+034b 37,83+0,87a 82,41+1,73b
Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)
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Figura 11. Diagrama a*b* y claridad (L*) de las diferentes partes analizadas

34

30 -



Carotenoides, color y actividad antioxidante en distintas variedades de sandia

La Figura 11 muestra la distribucion de las distintas partes analizadas (corazén, ldbulo,
mesocarpio y epicarpio) de las dos variedades de sandia en el diagrama ab y L*.

Del diagrama a*b*, observamos que el color de los I6bulos, tanto de la sandia roja como de
la amarilla, tiene valores muy parecidos a los de la zona de sus respectivos corazones, lo cual
coincide con los perfiles cualitativos de carotenoides, en los cuales predominan el licopeno y la
luteina respectivamente.

Con respecto a las otras zonas, el mesocarpio mostro valores positivos de b* y negativos de
a*, por lo que se localizaron en el segundo cuadrante.

En la zona del epicarpio destacamos las vetas de diferente color, por lo que a la hora de elegir
la zona a medir se seleccionaron ambas zonas en cada medida. Estas dos zonas se deben a la
presencia de feofitinas y luteina en el epicarpio de la variedad roja (Figura 9-3) y la presencia de
clorofilas y luteina en la variedad amarilla (Figura 9-1).

Con objeto de cumplir uno de los objetivos propuestos, se han explorado correlaciones
lineales y multiples entre parametros quimicos y de color de la zona del corazén de ambas
sandias.

Se incluyeron los datos de ambas variedades en conjunto, obteniendo un tamafo de muestra
mayor (n=17) en el caso de los carotenoides totales y en el caso del TEAC (n=16). Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 14, donde se incluyen las correlaciones entre la cantidad total
de carotenoides y el TEAC respecto a los datos del color. Se aprecia que son significativas todas

las correlaciones, excepto las correspondientes al croma.

Tabla 14. Correlaciones lineales de la cantidad total de carotenoides y del TEAC con respecto a
las coordenadas de color

Carotenoides -0,84329 * 0,81919 * -0,75988 * -0,45974 -0,81701 *
TEAC -0,79437* 0,85225 * -0,77639 * -0,47471 -0,83838 *

* diferencias significativas (p< 0.05)

.. .7 . 2 .
Los elevados valores de coeficiente de correlacion obtenidos (R° > 0.7) en la regresion
multiple, permiten plantear ecuaciones basadas en las coordenadas colorimétricas L*, a* y b*

para estimar lo valores de TEAC y cantidad total de carotenoides de forma rapida y precisa

(1) TEAC = 0,04513L* + 0,05370a* + 0,004655b* -3,56845 R’= 0,87

(2) Cantidad de carotenoides =-4,8107L* - 1,8264a* + 0,1581b* + 403,99 R’= 0,72
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5.

Conclusiones

El perfil de carotenoides determinado en ambas variedades varia tanto cualitativamente
como cuantitativamente en las distintas partes analizadas. En la sandia roja la mayor
cantidad y diversidad de carotenoides se encontrd en el corazén mientras que en la
sandia amarilla esto ocurre en la cascara.

En la sandia roja predominan los carotenos (licopeno y B-caroteno) y en su homéloga
amarilla predominan las xantofilas (luteina mayormente)

Ademas de los carotenoides, se identificaron clorofilas encontrandose estas sobretodo
en la cascara con la peculiaridad de cuantificarse en forma de clorofilas en la sandia
amarilla y en forma de sus derivados (feofitinas) en la sandia roja.

En lo referente a la porcién comestible destacar que por cada 100g de sandia roja se
ingieren casi 1mg de carotenoides, de los cuales el 70% es licopeno. En cambio, en la
sandia amarilla la cantidad de carotenoides ingerida es 50 veces menor.

La actividad antioxidante (TEAC) fue mayor en la parte comestible (corazén y léculo) de
la sandia roja que de la amarilla.

Los parametros colorimétricos obtenidos por el sistema DigiEye® permiten confirmar
que el color rojo de la sandia procede de los carotenos (licopeno y sus isémeros), el color
amarillo canario procede de las xantofilas (luteina, violaxantina) y el color amarillento
de la zona blanca se lo otorga principalmente la luteina.

Es posible estimar el contenido de carotenoides totales y la actividad antioxidante,

mediante los parametros colorimétricos medidos por el sistema DigiEye®.
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