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Introduccion

1. Introduccion

El interés por los antioxidantes presentes en la dieta se ha visto
incrementado espectacularmente en los ultimos afios, debido a su posible
implicacion en la prevencion de las principales patologias que afectan a la

poblacion.

Los radicales libres son moléculas altamente reactivas responsables de
causar el estrés oxidativo y danar la estructura celular. Para protegerse del
efecto nocivo de los radicales, el organismo cuenta con un sistema de defensa
antioxidante propio (origen endoégeno) y utiliza un refuerzo externo (origen
ex6geno) procedente del reino vegetal. Los antioxidantes dietéticos son capaces
de neutralizar los radicales libres, combatiendo enfermedades como el cancer,
infarto de miocardio o las enfermedades cerebrovasculares. Las frutas y
vegetales son la principal fuente de antioxidantes de tipo exégeno: vitaminas E
y C, carotenos y fenoles. Ciertos antioxidantes tienen mecanismos mas bien
pasivos, ya que se oxidan siempre en primer lugar antes que las moléculas a
las que protegen, como es el caso de las vitaminas C, E, 3-caroteno, glutation
reducido, acido urico y bilirrubina. Otro grupo de antioxidantes exdégenos
actlla inactivando radicales libres como son los compuestos fenodlicos y
polifendlicos. Entre ellos se encuentran los flavonoides presentes en muchos

alimentos de origen vegetal.

En este sentido, la actividad antioxidante de cualquier alimento refleja
la contribucién relativa de la suma de los constituyentes antioxidantes del
mismo, proporcionando una informacion valiosa que va mas alla de su

composicién quimica.

Este trabajo se engloba dentro de una linea de investigacién que
pretende evaluar la actividad antioxidante de los alimentos de origen vegetal
en orden a aumentar el potencial antioxidante de la dieta. Se trata de

determinar la actividad antioxidante y proponer métodos de procesado que
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respeten estas propiedades para obtener productos mas saludables. En
concreto, nos hemos dirigido hacia un producto vegetal que ha asumido gran

importancia econdémica en Brasil: la acerola.

La acerola (Malpighia emarginata DC.) es una planta originaria de las
Antillas, América Central y zona septentrional de Sudamérica. Se desarrolla
bien en clima tropical y subtropical. Se trata de un fruto en drupa, de pequeiio
tamarno y rico en minerales y vitaminas. Aparte de ser una excelente fuente de
vitamina C también contiene bioflavonoides (Mesquita y Vigoa, 2000); de ahi
su gran valor nutritivo y su potencial uso como antioxidante. El contenido en
acido ascorbico puede ser de hasta 4000mg/100g de peso fresco. Los frutos
verdes poseen mayor contenido en vitamina C que los maduros. Sus usos
industriales son: la obtencién de zumos para su utilizacién como fortificador
de acido ascoérbico en mezclas con otros zumos de frutas, elaboracion de
concentrados y en nutracéuticos. Su composicién fisicoquimica, aromas,
contenido en fibra es bien conocido, pero su actividad antioxidante poco ha

sido descrita hasta el momento.

En Brasil actualmente se estan implantando industrias alimentarias
cuyo objetivo es la comercializacion de nutracéuticos ya que el potencial
economico de este mercado esta aumentando. Asi pues, se ha procedido en
este estudio a completar la descripcién del fruto de acerola intentando evaluar

su uso como antioxidante dietético.
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2. Objetivos

El objetivo fundamental de este trabajo es:

= Evaluar la actividad antioxidante de los frutos de acerola (Malpighia

emarginata DC.)y sus productos derivados.

La evaluacién de la actividad antioxidante debe considerar el contenido
en sustancias antioxidantes como la vitamina C, los carotenos y los
compuestos fenoélicos. Resulta interesante comprobar como se modifican en
los diversos tratamientos de elaboracion de productos derivados. Asi pues, en

este trabajo se abordan los siguientes objetivos especificos:

e Aplicar los métodos de determinacién de la actividad antioxidante total de
los productos derivados del fruto de acerola, eligiendo las condiciones

analiticas que mejor se adaptan a la muestra.

e Describir la composicién quimica de la acerola y sus productos prestando
especial atencién a los componentes de naturaleza antioxidante: vitamina

C, compuestos polifendlicos y carotenoides.

e Establecer relaciones entre la composicion quimica y actividad

antioxidante.

¢ Estudiar las alteraciones que los diferentes métodos de procesado pueden

provocar en las propiedades antioxidantes del fruto.

e Evaluar el efecto del tratamiento por altas presiones en la capacidad

antioxidantes de los zumos de zumo de acerola.
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3.1 ACEROLA (Malpighia emarginata DC.)

3.1.1 Historia y Clasificaciéon Botanica

La acerola (Malpighia emarginata Sessé y Mocifio ex DC., Prodr. 1:578;
1824) es una planta originaria de la regién bafiada por el mar de Las Antillas

(sur de México), América Central y de la zona septentrional de Sudameérica.

Su difusién inicial tuvo lugar mucho antes del descubrimiento de
América, a través de los nativos de las islas de América Central, los cuales
consumian una dieta rica en acerola y la transportaban en sus viajes y
migraciones diseminandola de isla en isla (Couceiro, 1985). La atrayente
coloracién de sus frutos y su gran utilizacién en la alimentacién por los
nativos, llamaron la atenciéon de los espafioles que, debido la semejanza
morfologica con la cereza europea, la denominaron “Cereza de Las Indias

Occidentales” (West Indian Cherry).

Asenjo (1959), relata que el nombre "acerola" proviene del nombre del
fruto de Crataegus azarolus L., arbusto de la familia de las Rosaceas originario
de la parte oriental de la cuenca del Mediterraneo (Creta) y cultivado por sus
frutos comestibles en los paises del sur de Europa, entre ellos Espaia. El fruto
de esta especie es un pomo del mismo color, forma y tamafio que el de la
acerola de Malpighia emarginata que, sin embargo, es una drupa que
dependiendo de los paises en los que se cultiva, recibe denominaciones
diferentes: cereza de Barbados, cereza de las Antillas, cereza colorada,

manche, semeruco, entre otras.
Ledin (1958), indica que Pliny Reasoner introdujo M. emarginata en
Florida (EEUU) en 1880 como planta ornamental, si bien no se reconocieron

sus frutos como comestibles hasta 1903.

Segun Ostendorf (1963), la primera referencia sobre M. emarginata se

debe a Oviedo que, en 1535, describi6 el "cimiruco" como un pequefio arbol de

-11-



Revisién Bibliogrdfica

frutos delicados y sabrosos parecidos a la cereza europea (Prunus cerasus L.),
pero que a diferencia de ésta, contenian dos o tres semillas. En 1696, Sloane,
desconociendo el trabajo de Oviedo, la denominé "cereza de Suriname" o
"pitanga", si bien esta 1ltima denominacién coincide con la de los frutos de

Eugenia uniflora L., arbusto de la familia de las Mirtaceas (Ostendorf, I.c.)

En 1703 el botanico francés Charles Plumier agrupé en su Nova
Plantarum Americanarum Genera, cinco especies de arboles y arbustos en un
género al que denominé Malpighia (en honor del naturalista italiano Marcello

Malpighi), dando "nombres frase" a cinco especies.

En 1753 Linneo, en su Species Plantarum, punto de partida de la
denominacién binomial, basandose en el nombre frase de Plumier "Malpighia
mali punici facie” describe Malpighia glabra, especie tipo del género
frecuentemente confundida con M. emarginata. En la segunda edicién de esta

misma obra, Linneo reconoce como especie del mismo género a M. punicifolia.

El status taxonomico de M. emarginata ha sido objeto de no pocas
controversias: algunos botanicos han distinguido entre la "Barbados cherry”
(M. glabra) y la "West Indian Cherry" (M. punicifolia). Se ha sugerido que M.
emarginata podria tratarse de una especie hibridégena entre M. glabra y M.
punicifolia; asi mismo se ha considerado a M. glabra como una variedad de

cultivo de M. punicifolia.

Vivaldi (1979) considera denominaciones sinénimas las de M. glabra y
M. punicifolia (M. glabra L.). Para este autor, monégrafo del género Malpighia,
M. emarginata aparece por primera vez en la literatura botanica en el primer
volumen (1824) de la obra de A. P. De Candolle (DC.) En su obra, Prodomus
Systematis Naturalis Regni Vegetabilis, este autor reconoce formalmente la
especie, basandose en los datos aportados por Martin Sessé y José Mariano

Mocifio tras su expedicién por América Central.

-12-
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La denominacién de esta especie como Malpighia emarginata Sessé€ y
Mocino ex DC. fue adoptada definitivamente en el Consejo Internacional de

Recursos Genéticos Vegetales en 1986 (Alves y Menezes, 1995).

3.1.2 Caracteristicas, Composicion y Utilizacion de los Frutos

El acerolo es un arbusto con valor ornamental por su denso follaje. Se
desarrolla bien en clima tropical y subtropical. Mide una altura de 2 a 5m, con
un tallo tortuoso, corteza rugosa, madera blanca y ligera. Presenta un fruto en
forma de drupa, subglobuloso de superficie lisa o sensiblemente trilobada, que
se dispone apartada o en paniculas de dos o tres, en axilas foliares, con
pedunculos cortos y posee tres semillas que representan entre el 19 y el 25%
del peso total. El tamano del fruto varia de 1 a 2,5cm, el diametro de 1 a 4cm
y el peso de 2 a 15g. Presenta una coloracién verde cuando esta en desarrollo,
cambiando a tonos amarillos y rojos cuando esta maduro (Figura 1) (Alves y

Menezes, 1995).

Figura 1. Acerola en tres estadios de maduracién diferentes.

-13-
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La produccién comienza a los 1 — 2,5 anos después de plantado y su
periodo de fructificacion es de 3 a 4 veces al ano. Cada planta produce cerca
de 20 a 30kg de frutos anualmente (Marino Netto, 1986). En Puerto Rico,
Simdo (1971) constaté hasta siete picos de produccion por afio. En algunas
regiones del noreste brasilefio, que presentan alta disponibilidad de luz y
buena irrigacion, las plantas comienzan a dar frutos en menos de un ano y
producen practicamente todo el anio (Alves et al., 1995). Las acerolas maduras
mantenidas a temperatura ambiente se deterioran en 4 - 5 dias y las verdes y

semi-maduras en 6 - 7 dias (Manica y Carvalho, 1995).

Cada 100g del fruto fresco aporta 17 Kilocalorias, 0,21g de proteina,
0,23g de grasa, 3,57g de carbohidratos, ademas, es fuente de tiamina
(0,02mg), riboflavina (0,07mg), piridoxina (8,7mg) y sales minerales
principalmente hierro (0,24mg), calcio (11,7mg) y fosforo (17,10mg) (Assis et
al., 2000; Verdu, 1995) pero se destaca por el alto contenido en vitamina C,
que puede variar de 300 a 4600mg/100g de fruta (Matsuura y Rolim 2002;
Nogueira et al., 2002; Vendramini y Trugo, 2000; Alves, 1996; Itoo et al., 1990;
Asenjo, 1959). Ademas de ser considerada excelente fuente de vitamina C
también contiene bioflavonoides; de ahi su gran valor nutritivo y su potencial

uso como antioxidante (Mesquita y Vigoa, 2000).

Los compuestos del aroma del fruto de acerola han sido aislados e
identificados por cromatografia de gases y espectrometria de masas. Entre los
46 compuestos hallados en la fracciéon volatil, los alcoholes (3-metil-3-butenol,
3-metil-1-butanol y 2-metil-1-butanol) eran los predominantes. Compuestos
aromaticos y ésteres, participan también en el aroma de la fruta. Entre las 42
agliconas identificadas por primera vez, los alcoholes y los norisoprenoides
alifaticos eran los componentes principales. La hidrdlisis de estas agliconas

pueden aumentar el aroma de la acerola (Boulanger y Crouzet, 2001).

La fruta puede consumirse fresca, aunque por la acidez de la pulpa ésta
no es la forma mas popular de consumo. Sus usos mas frecuentes son como:
zumos, mermeladas, helados, compotas, gelatinas, confituras, dulces y licores.

Industrialmente se utiliza para la elaboracion de concentrados, en

- 14 -
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nutracéuticos y como fortificador de acido ascérbico en mezclas con otros
zumos de frutas pobres en esta vitamina. Matsuura y Rolim (2002),
aumentaron cinco veces la cantidad de vitamina C de zumo de pifia afadiendo
de 5 a 10% de zumo de acerola, preservando las caracteristicas sensoriales del

zumo de pifa original.

La composicién de los frutos y de sus productos depende de algunos
factores tales como: condiciones climaticas (lluvias, disponibilidad de
nutrientes del suelo, variacion de temperatura), tratamiento de cultivo,
aplicacion de pesticidas, estadio de maduracion. El procesado y el
almacenamiento, afectan principalmente al contenido de acido ascorbico

(Carvalho y Guerra, 1995).

Nakasone et al. (1966), estudiando los factores que influyen sobre el
contenido en vitamina C de la acerola, observaron que los frutos después de
recolectados y dejados directamente al sol durante 8 horas, presentan una
pérdida de agua acompanada de un descenso de hasta 25,2% en su contenido
de acido ascoérbico. Sin embargo, la radiacion solar durante la fase de
crecimiento del acerolo aumenta su actividad fotosintética incrementandose
los niveles de azticares en los tejidos de la planta y como consecuencia el de
acido ascoérbico, puesto que ese es sintetizado a partir de las hexosas. Cuanto
mayor es la incidencia de la radiacién solar durante todo el ciclo de la planta,

mayor es €l contenido de vitamina C de los frutos.

La actividad metabédlica de la acerola es intensa, y su maduracion
ocurre en corto espacio de tiempo, por lo que no se necesita de ningiin agente
activador para que la fruta esté en condiciones ideales para el consumo (Alves,
1996). Las alteraciones asociadas con la maduracion estan relacionadas con el
estadio en que se encuentren los frutos. El contenido en vitamina C tiende a
disminuir durante este proceso, es decir, los frutos verdes presentan valores
superiores a los encontrados en los frutos maduros (Nogueira et al., 2002). En
1980, Butt atribuyo este descenso a la actuaciéon de la enzima denominada

acido ascoérbico oxidasa (ascorbato oxidasa), y verific6 que la actividad
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enzimatica de los frutos maduros es mayor que la de los verdes, lo que puede

explicar las pérdidas encontradas durante la maduracion.

También estan implicadas en el proceso de maduracién una serie de
reacciones bioquimicas complejas tales como: hidroélisis del almidén,
conversion de cloroplastos en cromoplastos con transformaciéon de clorofila,
descenso de acidez, aumento de los azucares reductores, producciéon de
carotenoides, antocianinas, fenoles y la formaciéon de compuestos volatiles
(Alves et al, 1992; Speirs y Brady, 1991). Todas estas reacciones son
importantes para la finalizacion de la maduraciéon de la fruta y para

caracterizar su sabor peculiar.

3.1.3 Aspectos Econdmicos y de Mercado

En 1955, la acerola fue traida de Puerto Rico por la Universidad Federal
Rural de Pernambuco e introducida en Brasil, sin embargo la fruta era
conocida en el pais hace mas de 50 afios (Couceiro, 1985). El gran interés
econémico comenzé cuando se conocié el contenido en vitamina C y

consecuentemente, el potencial del mercado interno y externo.

Brasil, por su clima favorable, es un pais que presenta condiciones
ideales para el cultivo de la acerola, siendo uno de los mayores productores
mundiales de esta fruta comercializandola en forma de pulpa y frutos
congelados. Sin embargo, esta planta todavia no posee variedades
homogéneas, lo que se considera como uno de los principales factores que
llevan a gran variabilidad (cuantitativa y cualitativa) de la produccién

brasilefia (Matsuura et al., 2001).

El interés comercial que presenta el cultivo de acerola a escala
industrial, se explica por el aumento del consumo interno y la demanda
externa. Ello ha favorecido la aparicién de pequefios productores que cuentan
con una plantacién de facil cultivo, lo que ha contribuido al desarrollo de

regiones mas desfavorecidas, fomentando el empleo agrario.

- 16 -
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La produccién brasilefia de la acerola se concentra principalmente en el
sureste, actualmente el mayor productor del pais, seguido de la regién noreste
y norte, ambas caracterizadas por la formacion de grandes areas cultivadas
vinculadas a agro-industrias. La region sur, esta formada por pequeinas

propiedades, pero con un gran potencial de mercado (Nogueira et al., 2002).

Uno de los principales problemas al que se enfrentan los productores de
acerola es la gran sensibilidad de los frutos maduros después de la recoleccion
y durante el proceso de comercializacion. La rapida maduracién y la facilidad
de deterioro por la fragilidad de su piel, hace que con cualquier dafio mecanico
que provoque su ruptura se desarrolle la fermentacion de la pulpa. Para que
esto no ocurra, la fruta exige cuidados especiales de recoleccion y
almacenamiento, que encarecen y dificultan la explotacion comercial (Carvalho

Yy Manica, 1993; Moscolo, 1956).

Entre los compradores externos de acerola de Brasil destaca el mercado
japonés, seguido de Estados Unidos y Europa. En Japén, la acerola es
procesada y utilizada para la fabricacién de varios productos como:
suplementos vitaminicos y fortificaciéon de otros zumos. En Estados Unidos y
Europa, el mercado es potencialmente prometedor. En Europa, principalmente
Alemania, Francia, Bélgica y Hungria, la acerola es usada basicamente para
enriquecer zumos; y en Estados Unidos su utilizacién es mayor en la industria
farmacéutica, especialmente para la produccion de capsulas utilizadas como
complemento vitaminico. Otro mercado prometedor es el de América Latina,
principalmente Argentina, Chile y Uruguay; Argentina por ejemplo ha
demostrado gran interés en comprar zumos de acerola de Brasil (Bliska y
Leite, 19995).

- 17 -
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3.2 OXIDACION, DANO OXIDATIVO Y RADICALES LIBRES

Durante la respiracién la mayor parte del oxigeno que inhalamos es
completamente reducido y se transforma en agua. Sin embargo,
aproximadamente un 5% del oxigeno se reduce sélo parcialmente formando
alguna especie reactiva intermedia. Asi, la generaciéon de Especies Reactivas de
Oxigeno (ROS) esta ligada a la utilizacion de oxigeno. Las ROS se forman en
condiciones fisiologicas normales o bajo influencia de determinadas
situaciones. Cuando la generacion de ROS sobrepasa las barreras de defensa
del organismo se produce un gran aumento del dafio en las estructuras
biolégicas de macromoléculas tales como DNA, carbohidratos, proteinas y
lipidos. A este proceso se denomina estrés oxidativo, que se define como el
desequilibrio entre la produccién de radicales y las defensas antioxidantes.
(Sies, 1991; Halliwell y Gutteridge, 1989).

Las ROS son tanto radicales, que se caracterizan por disponer de un
electron libre responsable de su efecto agresivo, como compuestos reactivos no
radicales, capaces de oxidar biomoléculas. A estos intermedios se conocen

como oxidantes o pro-oxidantes (Sies, 1991).

La importancia biologica de los radicales libres fue adelantada por
Gerschman en 1954, al reconocer que las ROS son el mecanismo molecular
comun de la toxicidad del oxigeno y de la radiacion. Un aumento de radicales
oxidantes o una disminucion de los antioxidantes, llevan igualmente al dafio
celular (estrés oxidativo). La toxicidad del oxigeno es un fenémeno continuo.
Estos conceptos fueron asociados a una teoria general del envejecimiento por
radicales libres, en la que se considera que su produccién conlleva a un daro
acumulativo y al azar en moléculas biolégicas lo que provoca una disminucion

de las funciones vitales y el envejecimiento celular (Boveris et al., 2000).
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3.2.1 Origen y Naturaleza de Radicales Libres y Otros Oxidantes

Las ROS pueden ser de origen endogeno y exdégeno. La formacion
endogena, se ocasiona durante el funcionamiento normal metabdlico y
también como parte de la defensa inmune primaria. En efecto, las células
fagocitas tales como neutroéfilos, mondcitos o macréfagos, producen grandes
cantidades de radicales Oz™ y de la especie no radical H,O2. Segun Diplock et

al. (1998), este proceso forma parte de la linea de accion microbicida.

Las fuentes endogenas mas significativas de ROS derivadas del oxigeno

en el organismo estan formadas por:

Oxigeno singlete (1O

Radical anién superéxido (O2™)
Peroxido de hidrogeno (H202)
Radical hidroperoxilo (HO®))
Radical hidroxilo (HO®)

Radical peroxilo (O3°)

Oxido nitrico (NO°)

0 0O 0O 0O 0 0o O

Oxigeno singlete (102)

Esta forma reactiva de ROS de naturaleza no radical se forma in vivo
por la exposicion del tejido a la luz. Los pigmentos absorben la luz que entra
en la célula con un alto estado electronico y transfiere su energia a la molécula
de oxigeno generando asi, el oxigeno singlete (Haslan, 1998). Su vida media se
ha estimado en 10-¢ segundos. Puede reaccionar bien cediendo su electron de
excitaciéon o bien mediante reacciones quimicas. Sus dianas preferentes son
los dobles enlaces de los acidos grasos poliinsaturados y de las bases de ADN
(Stahl y Sies, 1993).

Radical anién superoxido (O3™)

Generados por reacciones de reduccion del oxigeno a través de xantina

oxidasa o NADPH oxidasa o por fuga desde la cadena respiratoria. Esta
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especie la forman casi todas las células aerdbicas y parece ser la mayor fuente
de “escape” de electrones del oxigeno de varios componentes de la cadena de
transporte electronico. Se estima que aproximadamente 1-3% del oxigeno que

utilizamos se convierte en O,™ (Haslam, 1998; Halliwell, 1996).

Peroxido de hidrégeno (H20,)

Es una especie reactiva no radical que puede facilmente difundir entre
células vivas. Se convierte eficientemente en agua por la enzima catalasa, un
proceso que determina su vida media. Los radicales hidroxilo (HO®) se forman
a partir de H2O2 enddgeno en un proceso catalizado por metales Fe2* o Cu*
(Reaccion de Fenton). La toxicidad del H,O, esta mas relacionada con la

formacion del HO®, especie de alta reactividad, que con la suya propia.

Radical hidroperoxilo (HO®)

Producido por la protonacion del radical superoéxido, este radical juega

un papel importante en la citotoxicidad de la célula, aunque hasta el momento
no existe una evidencia clara. Su toxicidad se atribuye a dos factores. Primero,
el radical hidroperoxilo es menos polar que el radical superéxido y puede
cruzar las membranas biolégicas con la misma eficacia que el perédxido de
hidrégeno. Segundo, es algo mas reactivo que el superoxido, y a diferencia de
éste, el radical hidroperoxilo puede atacar directamente acidos grasos y
también iniciar la peroxidacién de componentes lipidicos de las lipoproteinas

de baja densidad (LDL) (Haslam, 1998).

Radical hidroxilo (HO")

Es una de las especies mas reactivas, con una vida media estimada en
10 segundos y alta reactividad. Esta implica reacciones en cadena que
conducen a un dano inmediato en el lugar donde se genera. Este radical se
puede formar in vivo por la acciéon de radiaciones de alta energia como los
rayos X, causando una ruptura en el agua corporal (H2O - H® + HO") o por la

reaccion de Fenton, a través del H,O2 y un metal de transicién:

H,0;, + Metalr* —» HO*+HO- + Metal++
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La alta reactividad del radical HO® puede iniciar sobre los acidos grasos
el proceso de peroxidacion lipidica. El ataque de los radicales sobre los acidos
grasos insaturados de las membranas celulares llevan a una distorsiéon del
espacio hidrofébico y a una pérdida de la funcién biolégica de la membrana. El
radical HO® es capaz de iniciar esa secuencia de reacciones (Diplock et al,

1998).

Radical peroxilo (O2°)

El proceso de peroxidacion lipidica puede también generar el radical
peroxido (O2°) que posee una vida relativamente larga (segundos) con una

considerable capacidad de difusién entre los sistemas biologicos.

Oxido Nitrico (NO°)

Se encuentra ubicado en las paredes de los vasos sanguineos y de la
musculatura lisa produciendo una reduccién sanguinea. También se produce
por la activacién de macroéfagos contribuyendo a la defensa inmune primaria,
pero el exceso de NO' es citotoxico y puede reaccionar directamente con las
biomoléculas o combinado con oxigeno para formar peroxinitrito (ONOO-), un
radical capaz de inducir la lipoperoxidacion e interferir en la sefalizacion

celular por nitracién de residuos de tirosina en proteinas (Beckman, 1996).

La produccién de radicales es un hecho totalmente cotidiano y no se
puede evitar en su totalidad. Algunos se forman por procesos metabdlicos
normales, como los descritos anteriormente, pero otros son consecuencia de
factores del medio que potencian su efecto nocivo, conocidos como radicales
de origen exodgeno. Estos radicales pueden afectar al organismo a través de
dietas inadecuadas, grandes esfuerzos fisicos, en atmosferas contaminadas
(humos de tabaco, ozono, 6xidos de nitrégenos), toma de medicamentos y

otros. (Lario et al., 1998).

En el organismo existen varios mecanismos de defensas contra esas

especies reactivas que permiten eliminarlas o neutralizarlas, pero en ciertas
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situaciones esas defensas no son suficientes y se produce asi, el dafo

oxidativo.

3.2.2 Daiio Oxidativo y su Implicacion en Ciertas Enfermedades

Los radicales libres pueden dafiar biomoléculas y componentes
celulares produciendo sustancias téxicas, alterando la expresion genética, la
actividad enzimatica y deteniendo mecanismos normales de reparaciéon (Jacob,
1999). Esta ampliamente reconocido, a través de diversos estudios, que el
dafio molecular y celular causado por las ROS esta intimamente relacionado
con el proceso de desarrollo de enfermedades cronicas como: algunos tipos de
cancer, cardiopatias, artritis-reumatoide, cataratas, problemas neuronales,

etc. Algunas de ellas se detallan a continuacién:

a) Enfermedades Cardiovasculares

Una de las consecuencias mas importantes de la destructiva reaccion
en cadena que provocan las ROS son las enfermedades cardiovasculares.
Actualmente, es la principal incidencia de muerte en la mayoria de los paises
industrializados. Berliner y Heinecke (1996), citan que la causa primaria en la
gran parte de las enfermedades cardiovasculares es la arteriosclerosis, una
afeccién multifactorial de la pared arterial. Este proceso se caracteriza por una
disminucién del flujo sanguineo en una o mas ramas de las arterias
coronarias que se obstruyen por el acaimulo de placas de ateroma que salen
del interior a la superficie de las arterias, limitando el lumen. El flujo también
puede ser bloqueado totalmente por coagulos sanguineos (trombos)
impidiendo la llegada de oxigeno y nutrientes a la parte del tejido muscular

cardiaco afectado.

La arteriosclerosis es una enfermedad progresiva que se desarrolla en
diferentes estadios. Las LDL (lipoproteinas de baja densidad) cuando se
modifican por el proceso de oxidacién, que ocurre debido a la reaccién de
lipoperoxidacién iniciada por los radicales libres, contribuyen efectivamente

para la formacion de la lesién arterosclerotica (Tijburg et al., 1997).
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b) Carcinogénesis

Es un proceso complejo constituido de varias fases y que incluye:
iniciacién, promocién y progresién de la enfermedad. La generacion de
radicales estd asociada a la tumorgénesis a diferentes niveles. El dano
oxidativo del ADN ha sido demostrado in vivo e in vitro relacionado con el
rompimiento de la cadena doble o simple de ADN ademas de aberraciones
cromosomales tales como ruptura o reorganizacion. Las bases modificadas del
ADN (como hidroxitimidina o hidroxiguanina) han sido detectadas después de
la exposicion de células a situaciones de estrés oxidativo. La modificacién de
las bases del ADN puede tener como resultado mutaciones, eliminaciones o
amplificacién genética siendo el primer paso para la carcinogénesis. Ademas,
las ROS son capaces de desactivar enzimas destoxificantes responsables del

atrapamiento de carcinégenos potentes (Flagg et al., 1995).

c) Enfermedades Neuronales

El estrés oxidativo esta implicado en el desarrollo de la degeneracion de
las neuronas, proceso relacionado con las enfermedades de Parkinson,
Esclerosis Amiotréfica Lateral y Alzheimer (Kondo, 1996). Las ROS son
capaces de inducir tanto la apoptosis como la necrosis celular. Como una
consecuencia de la ruptura de membrana por lipoperoxidacién ocurre una
distorsion en el gradiente de iones de la célula. Las neuronas pueden sufrir
muerte por necrosis, como ha sido demostrado en cultivo celular seguido de
deplecion intracelular de glutation reducido (GSH), el principal antioxidante
endogeno. En ciertas condiciones patoldgicas, el 6xido nitrico (NO) ha sido
considerado como un importante mediador de muerte celular. El mayor
responsable por su toxicidad es el peroxinitrito que puede formarse por la

reaccion entre el radical NO* con el radical perdxido (Diplock et al., 1998).

d) Cataratas y Degeneracién Macular Relacionada con la Edad (AMD)

Taylor (1993), apunta la relaciéon entre el dafo oxidativo y la debilidad
de la visién en la vejez. La catarata senil indica la opacidad ocular de las
lentes. Las proteinas de las lentes poseen una vida extremadamente larga y a

menudo sufren dafio oxidativo, ya que estan expuestas a la luz y al oxigeno,
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Como consecuencia, las proteinas afectadas pueden agregarse y precipitarse

perdiendo su funcién normal.

La AMD es una enfermedad que afecta la regién anatémica de la retina
con mayor grado de actividad visual. El pigmento macular, mancha amarilla,
representa un filtro del color por lo cual la luz debe pasar antes de ser
detectada. La funcién del pigmento macular no ha sido totalmente identificada
pero parece que actia protegiendo contra la foto-oxidacién producida por la
luz azul, mediada por moléculas en un estado de excitacion triplete, Oz o

superéoxido (Landrum et al., 1997).

Existen otras patologias, ademas de las citadas, en cuya generacion
podrian participar efectos de los radicales libres. Entre ellas se han
considerado por ejemplo, el dano toxico agudo del higado, los transplantes de
organos, cirugia cardiaca, enfermedades del tracto gastrointestinal, agresiones
fisicas o quimicas (como radiaciones o contaminaciéon ambiental), etc.
(Morrissey y O’brien, 1998). Todas estas situaciones significan la presencia de
un estado de estrés oxidativo, que puede ser tanto causa como consecuencia

de la patologia en cuestion.

Ademas de los aspectos clasicos de dafo oxidativo para moléculas
biolégicamente relevantes, las ROS estan involucradas en mecanismos
patolégicos generadores de enfermedades cada vez mas comunes. Frente a
este fenémeno de agresiéon al cuerpo, el sistema de defensa del organismo
presenta una proteccion antioxidante que intenta mantener el equilibrio entre:

la produccién de radicales libres y los antioxidantes.
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3.3 DEFENSA ANTIOXIDANTE

Halliwell (1995), define a los antioxidantes como sustancias que
estando presente a bajas concentraciones frente a un sustrato oxidable,

significativamente inhiben o retrasan la oxidacién del sustrato.

El antioxidante, al colisionar con una ROS le cede un electrén y se
transforma en un radical libre débil no téxico. Sin embargo, no todos actiian
de esa forma, en el caso de las enzimas, éstas catalizan o aceleran reacciones
quimicas en las que ciertos sustratos reaccionan con los radicales formados

(Jacob, 1999Y).

Existen dos lineas de defensa antioxidante, una de origen enddgeno y

otra exdégeno.

3.3.1 Lineas de Defensa Antioxidante Enddgeno: sistema enzimatico y no

enzimatico

Para protegerse del dafio oxidativo causado por radicales, el organismo
opera con un sistema de defensa enddgeno de tipo enzimatico y no enzimatico.
La primera linea de defensa antioxidante es intracelular y, principalmente de

tipo enzimatico.

Las enzimas implicadas en la defensa antioxidante son: la super6xido

dismutasa, la catalasa y la glutatién peroxidasa.

La supero6xido dismutasa es la principal enzima implicada directamente
en la detoxificacién de las ROS, transformando el radical superéxido en
peroxido de hidrégeno. Hay que tener en cuenta que el radical superoxido
suele generar la existencia de las demas especies reactivas de oxigeno, de ahi

la importancia de esta enzima (Gastell y Alejo, 2000).
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Ademas, la catalasa y la glutation peroxidasa, reducen el H2Oz y los

hidroperéxidos organicos respectivamente (Gastell y Alejo, 2000).

El glutatién (GSH) se encarga de atrapar ROS previniendo que estos
actien sobre los grupos sulfhidrilo de las proteinas lo cual implicaria en dafio
celular. Esta reaccion esta modulada por la glutation peroxidasa. La glutation
reductasa se encaga de reestablecer los niveles de glutation oxidasa (GSSG) a

su situacién original.
Se ha constatado que varios subtipos de glutation peroxidasas son
selenio-dependientes, presentando un atomo de selenio unido covalentemente

a la cisteina. (Levander y Burk, 1996).

El sistema de defensa no enzimatico es la segunda barrera antioxidante.

Incluye varios compuestos que son responsables de la capacidad antioxidante
de los fluidos biolégicos, como el plasma y de la proteccién del dafio oxidativo
de particulas biolégicas y macromoléculas circulantes. Esta defensa esta
formada por distintos compuestos como: glutatién, ubiquinol, urato y

proteinas plasmaticas como la albimina. (Jacob y Burri, 1996).

Otra estrategia de prevenciéon de formacion de las ROS es el control de
los niveles de iones Fe y Cu libres, los cuales son transportados por proteinas
ligadoras de metales. Asi, previenen la iniciacién de la lipoperoxidaciéon o el
dafio al DNA. Algunas de éstas proteinas son: ferritina, transferrina y

ceruloplasmina (Diplock et al., 1998).

3.3.2 Lineas de Defensa Antioxidante Ex4geno: componentes de la dieta

La dieta tiene una funcién fundamental en el mantenimiento de la

salud y en la prevencion de enfermedades, ello es debido a que los alimentos

proporcionan al organismo nutrientes protectores, entre los que destacan las

sustancias antioxidantes procedentes del reino vegetal, la defensa exégena.
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Los productos de origen vegetal, ademas de obtener un valor energético,
aportan a la dieta una serie de micronutrientes tales como: minerales, fibras y
vitaminas. El grupo de las vitaminas, presenta un papel esencial para el
organismo participando de procesos cataliticos y regulacién metabélica. Cabe
sefialar por su relevancia, la vitamina C (acido ascoérbico), la vitamina E (a-
tocoferol) y B-caroteno (provitamina A) (Lario et al., 1998; Arnao et al. 1998).

Recientemente se esta prestando especial atencién a los fenoles.

3.3.2.1 Fuentes Naturales de Compuestos Antioxidantes

La importancia de una dieta rica en alimentos fuentes de antioxidantes
esta ampliamente descrita en la literatura. Varios estudios epidemiolégicos
demuestran que el aumento del consumo de frutas y verduras reducen el
riesgo de sufrir de enfermedades cronicas, como ciertos tipos de cancer y

arteriosclerosis (Arnao, et al, 1998; Flagg et al., 1995; Cao et al, 1996).

Segan Parr y Bolwell (2000), la atencién inicial en este campo de la
ciencia comenzd con la investigacion de las propiedades antioxidantes de las
vitaminas C y E y los carotenoides. En los ultimos afios, la capacidad
antioxidante de compuestos como los flavonoides ha atraido la atencién de los
investigadores, asi como se ha visto incrementado el interés por los acidos

hidroxicinamicos y sus derivados como potentes antioxidantes dietéticos.

Las sustancias antioxidantes encontradas en los alimentos se clasifican
en antioxidantes nutrientes (vitamina C, vitamina E, carotenoides y selenio) y
antioxidantes no nutrientes como los compuestos fendlicos (Diplock et al,
1998).

a) Vitamina C
Considerada como uno de los mas importantes antioxidantes naturales.
Es un compuesto soluble en agua y se encuentra en altas concentraciones en

los fluidos corporales en condiciones fisioldgicas normales. Se absorbe

-7 -



Revision Bibliografica

facilmente en el intestino delgado, mas precisamente en el duodeno por
transporte activo y difusién pasiva. En el plasma, la vitamina C se encuentra
en su forma reducida (dehidroascérbico) y es transportada al interior de las
células por los transportadores de glucosa y por transportadores especificos
(Jacob, Skala, Omaye, 1987).

El acido L-ascorbico (AA), estructuralmente es una vitamina simple a
fin a los carbohidratos, es un anillo de lactona de 6 carbonos con un enlace
2,3-enodiol. Posee propiedades acidas y reductoras debidas al resto 2,3-
enodiol. Es un compuesto muy polar y, por lo tanto, es muy soluble en
disoluciones acuosas e insoluble en disolventes apolares. El caracter acido del
AA se debe a la ionizaciéon del grupo hidroxilo en el C-3. Una segunda
ionizacioén, la disociaciéon del hidroxilo en el carbono C-2, es mucho menos
favorable. La pérdida de dos electrones y la disociaciéon del hidrégeno
convierten el acido L-ascérbico en el acido dehidroascérbico (DHAA) (Davey et

al., 2000; Gregory, 2000) (Figura 2).

CH20H ?HZOH
HCOHO HCOHO o
ST T
o] 0
Acido L-ascérbico” Acido L-deshidroascorbico®
CHZOH CH20H
HOC%Q—T HO(}%ir
Acido L-ispascérbico Acido L-isodeshidroascdrbico
H
0.0
HOHZC OH HOH;ZC o o
Acido D-ascérbice Acido D-isodeshidroascérbico

* Estructuras que poseen actividad vitamina C.

Figura 2. Estructura de los dcidos L-ascérbico y L-dehidroascorbico y sus formas
isoméricas.
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El DHAA exhibe aproximadamente la misma actividad que el AA porque
se reduce casi totalmente a AA en el organismo. La concentracién de DHAA en
los alimentos es, casi siempre, sustancialmente mas baja que la de AA y
depende de las velocidades de oxidacion y de la hidrélisis del DHAA a acido
2,3-dicetogluconico. En ciertos tejidos animales existe actividad
dehidroascorbato reductasa y ascorbato radical libre reductasa. Se cree que
estos enzimas protegen a la vitamina mediante reciclado, contribuyendo a que

existan bajas concentraciones de DHAA (Davey et al., 2000; Gregory, 2000).

Los acidos L-isoascorbico (isomero optico en la posicion C-5) y D-
ascorbico (isébmero 6ptico en la posicion C-4) (Figura __), se comportan
quimicamente de la misma manera que el AA pero estos compuestos carecen
de actividad vitamina C. El acido L-isoascorbico y el AA poseen actividad
reductora y antioxidante, pero el acido isoascérbico (o el D-ascérbico) no tiene
valor nutritivo. En la naturaleza se presenta casi exclusivamente la forma

reducida de acido L-ascérbico, es decir, AA (Gregory, 2000).

El acido ascérbico es muy inestable, es decir, es muy sensible a la
oxidacién. Su degradacién quimica implica, en primer lugar, la oxidacién a
DHAA, seguida de la hidrélisis del mismo a acido 2,3-dicetoglucénico y su
posterior oxidacién, deshidrataciéon y polimerizaciéon para formar una vasta
serie de otros productos nutritivamente inactivos. Esto puede ocurrir en dos
procesos de transferencia de un electréon o como una reaccién unica de dos
electrones sin deteccion del intermediario semihidroascorbato, conocido
también como monohidroascorbato o radical libre ascorbato. En las
oxidaciones de un electrén, el primer paso implica la transferencia de un
electron formandose el radical libre semidehidroascorbico. La pérdida de un
electron adicional rinde acido dehidroascérbico, el cual es muy inestable
debido a la sensibilidad a la hidroélisis del puente de la lactona. Dicha
hidrélisis, que irreversiblemente forma acido 2,3-dicetoglucénico (Figura 3), es
responsable de la pérdida de la actividad vitamina C (Davey et al., 2000;
Gregory, 2000).
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Otra forma de oxidacién del AA es cuando la reaccién esta catalizada
por iones metalicos, como Cu?* y Fe3*. Asimismo el calor y la luz aceleran el
proceso. En tanto que factores como el pH, la concentraciéon de oxigeno y la
actividad del agua como disolvente para los reactantes y catalizadores,
influyen en la velocidad de la reaccién. Como la hidrélisis del DHAA se
produce muy facilmente, la oxidacién del DHAA constituye un aspecto esencial
y frecuentemente limitante de la velocidad de degradacion oxidativa de la

vitamina C (Davey et al., 2000; Gregory, 2000).

CHyOH . CHOH e HyOH CHOH
B .
HCOH HCOH, HCOH OH
{fo - ><i740 < &ro 0, “C%HOH Lo
[ R — oo +e” H H)
OH  OH +H* H NG~ o o o} ol .
Acido L-ascdrbico - Acido semideshidroascérbico: ... Acido L-deshidroaseorbico - Acido 2;3-dicetogulénico
HO
\ ‘:“ O
(8]
QT
H "
Acido semideshidroascorbico Acido L-deshidroascérbico
(forma hemiacetal) {forma hemiacetal hidratada)
M——

Figura 3. Oxidaciones secuenciales de un electrén del dcido L-ascérbico. Todos los
compuestos poseen actividad vitamina C, excepto el dcido 2,3-dicetoglucénico.

El grado de absorciéon del AA en la mucosa intestinal desciende a la vez
que aumenta su ingestion. Dosis de 1 a 1,5 gramos resultan en
aproximadamente 50% de absorcion, sin embargo en la ingesta de mas de 12
gramos apenas 16% de la vitamina es absorbida. Las mejores condiciones
para la absorcién de esta vitamina es la ingesta de hasta 1 gramo en varias

dosis individuales a lo largo del dia (Jacob, 1999).
El pool de vitamina C que el ser humano posee en condiciones normales

es de aproximadamente 1500 a 3000 mg. Cuando este pool se satura, la

vitamina C se elimina en un alto porcentaje por orina, bajo la forma de acido
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oxalico (catabolito) o si se ingiere en dosis muy elevadas, como acido
ascdrbico. Si hay deficiencias, la absorcion es muy alta y no hay eliminacion
por orina. El acido ascorbico se encuentra en altas concentraciones en varios
tejidos, como por ejemplo, el tejido suprarrenal, higado, bazo y rifiones (Levine
et al, 1999; Jacob et al. 1987).

Las funciones de la vitamina C estan basadas en sus propiedades de
oxidacion-reducciéon actuando como cofactor enzimatico en al menos 8
reacciones enzimaticas. Tres de ellas estan implicadas en las hidroxilaciones
de la lisina/prolina, dos en la biosintesis de la carnitina, dos en las sintesis de
hormonas y una en el metabolismo de la tirosina. De todas estas, la mejor
estudiada es la hidroxilacién de la prolina para formar la hidroxiprolina
necesaria para la sintesis de colageno, la proteina mas importante en los
tejidos de sostén (cartilagos, matriz 6sea, ligamentos, piel, tendones, etc).
Participa también en la sintesis de dos de las hormonas producidas por las
glandulas suprarrenales y aumenta la resistencia a la infecciéon mediante una
serie de efectos cuyos mecanismos no estan del todo dilucidados: aumento de
la actividad inmunolégica de los linfocitos, aumento la produccién de
interferon y aumento de la integridad de las membranas mucosas (Carr y Frei,

1999).

La suplementacién con acido ascérbico y tocoferol pueden reducir
sustancialmente el dafio oxidativo. Los efectos son mayores en no fumadores

que en fumadores.

Griffiths y Lunec (2001) investigan el papel del AA en la regulacién de
genes responsables en la reparacién del dano oxidativo del DNA y sugieren
que el AA estimula la sintesis de reparacion de enzimas disenadas para
eliminar selectivamente importantes lesiones mutagénicas. Ademas, el DHAA
€s un mecanismo importante para la acumulaciéon intracelular del AA
reducido; asi durante el reciclaje del AA con la consecuente generacién
intracelular de ROS, puede haber un efecto transitorio pro-oxidante, capaz de

cambiar la expresion del gen.
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Como antioxidante, el ascorbato presenta una gran eficiencia para
secuestrar los radicales de O™, H.02, OH®, ROO’ y especies reactivas de
nitrégeno. De acuerdo con Frei (1991), el acido ascdrbico es un reactivo
eficiente para reducir oxidantes en fase acuosa antes de que éstos puedan
atacar y causar dano oxidativo a lipidos. Aunque la vitamina C es un valioso
captador de los radicales libres, por si misma es susceptible de ser destruida
por la radiacién ultravioleta. El mecanismo no antioxidante del acido ascérbico
se basa en su capacidad de donar atomos de hidrogeno a radicales lipidicos,
de atrapar oxigeno singulete y de eliminar oxigeno molecular. Asi mismo es
capaz de atrapar radicales acuosos y de regenerar a-tocoferol a partir de

radicales tocoferoxilo (Lee et al., 2004).

El acido ascérbico es un excelente donador de electrones debido a su
bajo potencial de reduccion (284 mV) la capacidad de producir un acido
relativamente estable (acido semidehidroascéorbico) y la facil conversion del

DHAA en AA (Runsey et al., 1999).

Sin embargo, como agente reductor, el Aacido ascérbico tiene la
habilidad de reducir Fe3* a Fe?* y Cu2?* a Cu*y de este modo incrementan la
actividad pro-oxidante de estos metales generando O>™, H,O, y OH’. Asi, este
nutriente puede ejercer ambas funciones: como antioxidante y pro-oxidante.
En general, a bajas concentraciones y con altas tensiones de oxigeno esta
molécula tendria a ser un pro-oxidante y a altas concentraciones tiende a ser
un antioxidante (Buettner Y Jurkiewicz, 1996). También se ha demostrado que
el acido ascérbico puede retrasar la peroxidacién lipidica, proporcionando una
larga protecciéon por inhibicién de la modificaciéon oxidativa de las LDL
(Gershoff, 1993).

b) Carotenoides
Forman un grupo de pigmentos de estructura terpenoide. Es la mayor
clase de pigmentos naturales de color naranja, amarillo y rojo y estan

ampliamente distribuidos en frutas, verduras, especias y hierbas.
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Quimicamente son terpenoides y se consideran biosintéticamente
derivados del acido mevalénico, intermediario metabolico que aporta la unidad
basica estructural. Son colorantes naturales formados por las plantas a partir
de 8 unidades de isopreno, de tal forma que la unién de cada unidad se
invierte en el centro de la molécula. Como resultado de ello, los dos grupos
metilo centrales de la cadena de polieno estan separados por seis atomos de
carbono, mientras que el resto lo estan por cinco. Parece que a partir del
licopeno todos los demas carotenoides se pueden considerar formalmente
derivados, ya sea por hidroxilacién, ciclacion u oxidacién, o bien por

combinacién de estas reacciones (Minguez Mosquera, 1993).

Se dividen en dos grupos mayoritarios (Minguez Mosquera, 1993; Thane
y Reddy, 1997):

» Carotenos o hidrocarotenoides — que contienen estrictamente
hidrocarburos. La estructura del licopeno, que es el caroteno mas
sencillo, la molécula es sintetizada a partir de dos unidades de
diterpenoides unidas “cabeza con cabeza”. Los otros carotenos se

forman por ciclacién de los extremos de la cabeza.

» Xantofilas o oxicarotenoides — que presentan oxigeno en su
composicion y se forman inicialmente por hidroxilacion de
carotenos. La mayoria de los tejidos de las plantas contienen trazas
de precursores monohidroxilicos como criptoxanteno, y de xantofilas
dihidroxilicas como zeaxanteno o luteina. La formacién de los
epoxidos son conducidas por posteriores reacciones de oxidacién,

como violaxanteno, y de acetonas como el capsanteno.

Los carotenoides comprenden una familia de compuestos naturales, de
los cuales mas de 600 variantes estructurales han sido identificados y
caracterizados a partir de bacterias, algas, hongos y plantas superiores. Los
mamiferos no estan bioquimicamente capacitados para la biosintesis de
carotenoides, pero pueden acumular y convertir precursores que obtengan de

la dieta, como ejemplo la conversion del B-caroteno en vitamina A. En el
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plasma humano predomina el B-caroteno y el licopeno. Los carotenoides mas
comunes encontrados en los alimentos vegetales son el 3-caroteno (zanahoria;
Daucus carota), licopeno (tomate; Lycopersicum esculentum), varias xantofilas
(zeaxantina, luteina y otras estructuras oxigenadas como del maiz, Zea mays;
del mango, Mango indica; del papaya, Carica papayay de la yema del huevo) y
la bixina (aditivo culinario y colorante dérmico usado por indigenas
amazoénicos, obtenido del urucum, Bixa orellana). Otras fuentes naturales de
uso culinario son la capsaxantina y capsorubina (paprica, Capsicum annuum )
y la crocina (azafran, Crocus sativus), excepcionalmente soluble en agua y uno
de los raros glicésidos diterpenicos (Czo) encontrados en plantas. La Figura 4

representa la férmula quimica de los carotenocides citados (Fraser y Bramley,
2003).

Licopano

g e AT )
M s

Cantaxaniina

Acido apocarotendico etil éster

&A«WWW&

Figura 4. Estructura quimica de algunos carotenoides.

Los carotenoides ingeridos en la dieta son en parte absorbidos tal cual y
depositados en diversos tejidos, como el adiposo y plasma y en células como

eritrocitos y leucocitos, asi como en la macula donde se ha encontrado luteina
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y zeaxantina El plasma es, entre los tejidos estudiados, el que mayor
concentraciéon de carotenoides presenta, estando estos siempre asociados a
lipoproteinas de baja densidad. Los que mas comuUnmente se encuentran en
estos tejidos son o-caroteno, B-caroteno, licopeno, zeaxanteno, luteina,
cantaxanteno y B-criptoxanteno. La falta de otros pigmentos abundantes y
extendidos en la naturaleza, como violaxanteno, neoxanteno y otros
epoxicarotenoides, parece ser debida a una pobre absorciéon de estos en el
tracto intestinal o, mas probablemente en las transformaciones sufridas en el
tracto intestinal o acido estomacal. De esta manera podemos decir que
algunos de los carotenoides encontrados en el plasma son las formas mas
estables producidas o inalteradas tras metabolismo de una digestion (Minguez
Mosquera, 1993).

La biodisponibilidad de los carotenoides hace referencia a la fraccién de
un alimento ingerido que llegue a estar disponible para el cuerpo para la
utilizacién en funciones fisiolégicas o para el almacenaje. Hay por lo menos 9
factores que influencian en esta biodisponibilidad: la especie del carotenoide,
el acoplamiento molecular, la cantidad consumida en una comida, la matriz
en la cual se incorpora el carotenoide, los efectos de la absorciéon y de la
bioconversion, el estado nutriente del anfitrion, factores genéticos, factores
relacionados con las interacciones. Puesto que los carotenoides son solubles
en lipidos se absorben mejor en el intestino por medio de una dieta grasa,
aunque la cantidad de grasa requerida es baja, del orden de 3-5 g por comida.
El mecanismo de la absorcién puede implicar la incorporaciéon de micelas
mezcladas. La ingesta de productos vegetales que contienen carotenos es baja
(14% para una mezcla de vegetales) comparado con el B-caroteno purificado
agregado a una matriz simple. Los isémeros cis de carotenoides parecen ser
mas biodisponibles que las formas todo-trans, quizas porque son mas solubles
en micelas acidas de la bilis y se incorporan preferentemente en los
quilomicrones. Se ha sugerido que los carotenoides individuales antagonizan
la absorcion de otros, ejemplo: el cantaxanteno inhibe la absorcién del
licopeno y es probable que el transporte por las células intestinales sea un

proceso facilitado (Fraser y Bramley, 2003; Handelman, 2001).
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La propiedad antioxidante de los carotenoides ha sido atribuida a su
estructura, un extenso sistema de dobles enlaces conjugados (Stahl y Sies,
1993), y deriva de su caracter hidrofébico con tendencia a atrapar radicales de
oxigeno rompiendo sus cadenas (Kitts, 1997). Medidas realizadas via foto-
emision indican que la capacidad de atrapar el oxigeno singlete por parte de
los carotenos y xantofilas es maxima para el licopeno, alta para la astaxantina
o cantaxantina, intermedia para B-caroteno o bixina y aliin menor para luteina

y crocina (Fraser y Bramley, 2003).

El potencial antioxidante de los carotenoides se ha relacionado con la
prevencion de enfermedades que se inician con la formacion de radicales,
incluyendo aterosclerosis, cataratas, degeneraciéon macular debido a la edad y

esclerosis multiple (Lee et al., 2003).

Los carotenoides son los captadores de oxigeno singulete mas eficaces
que poseen los sistemas biologicos. Un mol de B-caroteno puede neutralizar
entre 250-1000moléculas de oxigeno singulete (Foote, 1976). La velocidad de
captacion de oxigeno singulete por los carotenoides depende del nimero de
enlaces dobles conjugados y del tipo y numero de grupos funcionales en el
anillo (Beutner et al., 2000). Para que actiien como efectivos neutralizadores
de oxigeno singulete, se requieren al menos 7 enlaces conjugados. La
capacidad de atrapar radicales libres, en general, no se basa en su capacidad
para donar hidrégeno, sino mas bien, en la capacidad de donar electrones,
convirtiéndose en el caso concreto del B-caroteno, en radical catién B-caroteno

(Liebler, 1993; Mortensen et al., 2001; Lee et al, 2003).

R + B-caroteno —» R- + B-caroteno

El B-caroteno en presencia de altas concentraciones de oxigeno puede
actuar como pooxidante. La actividad antioxidante del B-caroteno aumenta a

concentraciones bajas de oxigeno (Lee et al., 2004).
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c) Compuestos Fenélicos

Constituyen un grupo muy amplio de estructuras ubicuas en el reino
vegetal, mas de 8000 que se caracterizan por presentar el ntucleo aromatico de
benceno sustituido, como minimo, con una funcién hidroxilo (Figura 5). Estos
compuestos son en su mayoria, potentes antioxidantes necesarios para el
funcionamiento normal de las células vegetales. Se hallan preferentemente en
las capas mas superficiales de frutas, vegetales frescos, cacao, granos de
cereales y otras semillas, asi como en algunas bebidas tipo té y vino (Robards
et al.; 1999). El consumo frecuente de estos alimentos se asocia con una
menor incidencia de ciertas enfermedades como: algunos tipos de cancer y
cardiopatias. Ademas, han demostrado ser inhibidores de la agregacion
plaquetaria, antimicrobianos, inmunoestimuladores y reguladores de la

presion arterial (Abram y Donko, 1999; Ito et al., 1998).

Polifenol

Figura 5: Esquema de la estructura de
un fenol simple y un polifenol.

Los fenoles son metabolitos secundarios de las plantas y se sintetizan
en su mayoria por la ruta del acido siquimico, que depende de la luz. Se inicia
en los plastos por condensacién de dos productos tipicamente fotosintéticos, a
través de la eritrosa 4-P con el fosfoenolpiruvato (PEP), y por diversas
modificaciones se obtiene el acido siquimico, del cual derivan directamente
algunos fenoles en los vegetales. Con la accién de la enzima fenilalanina
amonioliasa (PAL) se forma el acido cinamico que luego se transforma en
cumarico y sus derivaciones. La PAL, también actta sobre la tirosina para
formar directamente acido p-cumarico. Todos los mayores grupos de fenoles

vegetales son derivados del metabolismo de fenilpropanoides simple C6-C3,
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con excepcion del acido galico que puede ser generado directamente por el

acido siquimico (Figura 6) (Parr y Bolwell, 2000).

Acido p-

A 4

J l Acidc; cafeicp }——PI ‘Cafeoil CoA |—->| Alcoh‘;l cafeil |
| Acido galico | i R P '
I Acido ferﬁliqo I— Feruloil CoA J—Pl Alcohol coniferil

A
Sinapoil CoA l—*l Alcohol Sinapil

Figura 6: Ilustracion esquemdtica de la origen de varios fenoles a través de
fenilpropanoides simple.

Palazén et al. (2003), comentan que la accién del PAL es fundamental
para la vida de las plantas y por ello esta estrictamente modulada. Entre otros
factores, esta enzima es activada por la luz, y depende ademas de la
concentraciéon de diferentes hormonas vegetales. También se refieren a las
situaciones de estrés a que son sometidas las plantas como la falta de agua,
infecciones fungicas o bacterianas y radiaciones UV que aumentan la
actividad de la enzima PAL. Otro factor que la activa es el frio, y por ello, las
plantas sometidas a bajas temperaturas suelen presentar coloraciones rojizas
en tallos y hojas. También es conocido que al florecer las plantas en
primaveras que siguen a inviernos muy frios, las flores desarrollan colores

muy intensos.
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Los polifenoles que encontramos en la naturaleza van desde moléculas
simples como los acidos fendlicos a compuestos de elevado peso molecular

como los taninos.

Los acidos fenélicos (Figura 7) forman un grupo diverso que incluyen
los derivados del acido benzoico (hidroxibenzoicos) y acido cinamico
(hidroxicinamicos). Del acido benzoico, derivan los acidos galico, vainillico y
siringico, compuestos de bajo peso molecular que se encuentran en la
naturaleza en forma libre o combinada. Del acido cinamico, se forman los
acidos p-cumarico, cafeico y ferulico, generalmente estan presentes en
diversas formas conjugadas, siendo mas frecuentes como ésteres que como
glucésidos. El acido clorogénico, es el representante mas significativo de este
grupo en los alimentos vegetales, es un éster del acido cafeico con el acido
quinico, el cual es un sustrato clave para el pardeamiento enzimatico de
algunas frutas. (Palazén et al., 2003; Parr y Bolwell, 2000; Aruoma et al,
1993).

Los flavonoides (Cs-C3-Cs) (Figuras 8 y 9) presentan estructura terciclica
(difenil-propano) y normalmente existen enlazados a moléculas de azucar, el
grupo mas numeroso. Estan presentes en frutas, verduras y bebidas tales
como: té, vino y cerveza. Son eficientes antioxidantes capaces de atrapar
especies radiales como Oj™, peroxilo e hidroxilo (Rice-Evans et al., 1995). Se
han descrito mas de 5000 flavonoides diferentes, los cuales se clasifican en
varias familias, que incluyen: flavanoles (catequina, epicatequina), flavonoles
(miricetina, kaempferol, quercetina y su glucésido rutina), flavanonas
(naringenina, taxifolina), flavonas (apigenina, hesperidina), isoflavonas
(genisteina) y antocianidinas (cianidina, malvidina), siendo la quercetina el
flavonoide mas ubicuo (3, 5, 7, 3’, 4’ - pentahidroxi flavona). La propiedad
antioxidante de estos compuestos ha sido comprobada en varios estudios in

vivo e in vitro (Diplock et al., 1998).
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Acidos Hidroxibenzoicos

Ry Ri-R:-H Acido p-hidroxibenzoico
Ri-OH,R:-H Acido protocatéquico
OH COOH R;-OCH;, R; - H Acido vainillico
R;- R;- OH Acido galico
R, R;- Ry- OCH3 Acido siringico

Acidos Cinamicos

R, x._COOH Ri-R;-H 1:\cido p-cumarico
R1-OH, R, - H Acido cafeico
OH R1 =OCH3 R R2 -H I_Xcido ferulico
x Ri- Ry- OCH3 Acido sinapico
2

Figura 7. Estructura quimica de dcidos fenélicos

Antocianidinas
R;= OH R,-H Cianidina
R;- OH R, - OH Delfinidina
R:-OCHj; R:-H Peonidina
R:- OCH3; R; - OH Petunidina

R;- OCHg3 R> - OCHj3; Malvidina ion flavilio

Catequinas y Procianidinas

R=H (+) - Catequina
R=0H (+) — Galocatequina
R=H (-) - Epicatequina
R=OH (+)- Epigalocatequina

\@E;( 3- galato de epicatequina
‘c—< :>—

Figura 8. Estructura quimica de flavonoides (antocianidinas, catequinas y procianidinas)
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Condensados de Flavanos (taninos condensados)

OH Procianidoles tipo B

|——— l Procianidoles tipo A
OH

o Prodelfinidoles
x>
OH

n

Ri-H R, - H Kaempferol
R;= OH R2= H Quercetina
R;= OH R, = OH Miricetina

Ri1= OCHj; R, = H Iso-ramnetina

Figura 9. Estructura quimica de flavonoides (taninos condensados)

Los antocianos, pigmentos de color azul, rojo y violeta presentes en
frutos, flores, tallos, hojas y raices, son colorantes naturales con actividad
antioxidante. Son glicosidos de antocianidina (ej. pelargonidina, malvidina,
cianidina). Constituyen una alternativa altamente deseable como colorantes
en alimentos. (Wrolstad, 2000; Moyer et al., 2002). Su diversidad natural
contribuye favorablemente a la existencia de unos 300 tipos de antocianos

diferentes conforme describe Hendry y Houghton (1996).

Las frutas aportan a la dieta cantidades apreciables de fenoles. En las
citricas, el acido cinamico constituye una mayor parte del contenido acido
fenélico pero no se suele encontrar en la forma de acido libre, siendo el acido

fertlico el mayoritario, seguido de cumarico, sinapico y cafeico (Rapisarda et
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al, 1998). En las frutas en forma de baya, las antocianinas estas presentes
como el principal constituyente, responsables del color caracteristico de varias
de estas frutas; se encuentran en menores proporciones los acidos cinamicos
(p-cumarico, cafeico y ferulico) (Lopez-Serrano y Barcelo, 1996). En las cerezas,
la composiciéon fenoélica se diferencia por la caracteristica dulce o argria de la
fruta. Ambas variedades contienen acido clorogénico siendo la (-) epicatequina
el flavanol dominante. En las cerezas dulces el 3-p-cumaroilquinico es
mayoritario, mientras la procianidina B2 ha sido dominante en las cerezas

agrias (Shahrzad y Bitsch, 1996).

La presencia de polifenoles en los alimentos de origen vegetal esta muy
influida por factores genéticos y ambientales. Otros factores como
germinacién, grado de madurez, variedad, procesado, almacenamiento

también influyen en el contenido en compuestos fenélicos.

Los mecanismos antioxidantes de compuestos polifenolicos se basan en
la capacidad de donacién del hidrégeno y en atrapar iones metalicos (Bravo,
1998). Al donar un atomo de hidrogeno, los compuestos fenélicos se
convierten en radicales de resonancia estables, que no participan en otras
reacciones radicales. Sin embargo, estos compuestos actian como
prooxidantes bajo ciertas condiciones, como: altas concentraciones de
compuestos fendlicos o iones metalicos, y altos pH. las altas estructuras

quimicas también afectan las actividades antioxidantes.

Los flavonoides son los mas potentes antioxidantes. Poseen el grupo o-
difendlico, un enlace doble 2-3 conjugado con la funcién 4-oxo, y los grupos
del hidroxilo en las posiciones 3 y 5. Su capacidad antioxidante esta influida
por la hidroxilacién y la presencia del aziucar (Bravo, 1998). Los flavonoides
son captadores eficaces del radical del hidroxilo y del radical del peroxilo.
Pueden hacer complejos con los metales e inhibir la iniciacién de la oxidacién

lipidica (Hendrich et al., 1999).

La eficacia de los polifenoles como antioxidantes in vivo dependera de

su grado de absorcién y metabolizacion.
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3.4 METODOS DE MEDIDAS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Numerosos métodos tanto in vitro como in vivo, se han propuesto para
evaluar la actividad antioxidante de los alimentos o las muestras bioldgicas
(Tsao y Deng 2004). La actividad antioxidante no puede ser medida
directamente, pero si el efecto antioxidante. Los métodos disponibles muestran
extrema diversidad y no hay una clara distincién entre las diferentes etapas

del proceso (Antolovich et al., 2002).

Otro aspecto que es necesario considerar es el objetivo de la medida.
Podemos asi, tener en cuenta dos amplias categorias: la actividad en
alimentos o la bioactividad en humanos. En los sistemas alimentarios, se trata
de valorar la eficiencia de los antioxidantes para proteger los productos frente
a la oxidacién, en general relacionando con un deterioro del alimento como es
el caso de grasas y aceites o la pérdida del valor vitaminico. Asi, la medida de
la actividad antioxidante en alimentos, particularmente frutas, vegetales y
bebidas, nos indica su potencial como protectores frente a la oxidaciéon. En el
caso de la bioactividad, se trata de poner de manifiesto cémo los antioxidantes

previenen la oxidacién de estructuras biolégicas (Antolovich et al., 2002).

En estudios de la actividad antioxidante, la fuente de ROS y del
substrato diana deben siempre ser considerados. Un antioxidante puede
proteger a lipidos contra el estrés oxidativo mientras que puede acelerar el
danio de otras moléculas biologicas. Asi, cuando se analiza la capacidad
antioxidante de una muestra o un patron, se debe considerar el objetivo del
estudio y plantear una serie de cuestiones que sirven como guia en la
evaluacion de la eficacia antioxidante. No existe un sistema perfecto capaz de

medir la actividad antioxidante real de una muestra dada.

Sin embargo, el conocimiento del potencial antioxidante en alimentos,
no indica necesariamente su capacidad antioxidante in vivo. Los efectos de
cooperacion que existen entre diferentes antioxidantes (sinergismo), significan

que el efecto del conjunto de antioxidantes es mayor que la suma de la
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actividad de un antioxidante individual. Por esta razon, los métodos de
cuantificacién son también conocidos como Actividad Antioxidante Total, que
es un parametro que cuantifica la capacidad de una muestra (tanto de un
producto natural o artificial) para atrapar radicales libres en un medio
determinado. Tales métodos consideran la actividad antioxidante como una
caracteristica global del producto en cuestién independientemente de su

composicioén particular.

En general, los métodos para determinar la actividad antioxidante total
se basan en la inhibicion de ciertas reacciones por la presencia de
antioxidantes. Los mas usados son aquellos que generan radicales en medios
especificos y son facilmente detectados por técnicas fotométricas. Usando
estas técnicas es posible definir dos estrategias para estudiar la actividad

antioxidante total de un compuesto o muestra biolégica (Arao et al., 1998):

1) Ensayo de decoloracién o pérdida de sefial. La reaccién se basa en la
producciéon de radicales libres suficientemente estables que, en
presencia de un antioxidante o mezcla de antioxidantes, la pérdida
de la senal (pérdida del radical) puede ser usada como un indicador
de la actividad antioxidante total. La cuantificacion se hace por
medio de un curva de calibrado que relaciona la pérdida de senal

frente la concentracion del antioxidante en cuestion.

2) Ensayo de inhibicion, en que el curso de la reaccion es estimado por
la ausencia o presencia de diferentes cantidades de antioxidante. El
reactivo y la muestra antioxidante se mezclan al principio de la
reaccién. La presencia del antioxidante afecta a la reacciéon por dos
caminos: a) inhibicion de la sefial por unidad del tiempo; b)

indicacion del curso de la reaccion.

Asi, los métodos clasificase de acuerdo con las estrategias de deteccion
y cuantificacion usadas. Los métodos mas comunmente utilizados para
determinar la Actividad Antioxidante Total son aquellos que usan radicales

coloreados.
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El método ABTS, es uno de los mas utilizados. Se conoce también como
método TEAC (TROLOX Equivalente Antioxidant Capacity). Se basa en la
generacion del radical cationico (ABTS™) a partir de su precursor, el acido 2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS) generado por accién de un
sistema enzimatico formado por una peroxidasa y su sustrato de oxidacion,
preroxido de hidrégeno y permite la evaluacion de la actividad antioxidante de
compuestos puros y muestras derivadas de material vegetal. El radical
también se puede regenerar utilizando metamioglobina y H202 o persulfato.

Los resultados se expresan como equivalentes de TROLOX (Rice-Evans, 1994).

Otro método que utiliza radical coloreado es el DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) disuelto en solucién metandélica. Se evalia la actividad
antioxidante total de una muestra o un patrén por la disminucién de la
absorbancia del radical a 515mn, que es proporcional a los compuestos
antioxidantes que contiene la muestra o patron en cuestion (Larrauri et al.,

1999).

En el método DMPD (N,N-dimethil-p-fenilediamina dihidrochlorida) se
prepara un radical catiénico coloreado (DMPD) en presencia de una solucion
oxidante, como por ejemplo, el cloruro férrico. Todos los métodos descritos
utilizan la estrategia 1 y tiene como resultado la valoracion del

comportamiento antioxidante.

Otro método ampliamente utilizado es el ORAC (Capacidad de
Absorbancia de Radicales de Oxigeno), que actia de acuerdo con la estrategia
2 y se basa en la capacidad de los compuestos antioxidantes de una muestra o
patrén para atrapar radicales de oxigeno (peroxilo). La fluorescencia de la
proteina [-ficoeritrina sufre un descenso a causa del dafo provocado por
especies reactivas, su conformacién e integridad quimica es medida
fluorimétricamente en funcioén del tiempo. Este método fue desarrollado por

Prior y Cao (2000).
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El analisis de ORAC utiliza la proteina B-ficoeritrina como un substrato
y el AAPH como generador de radicales peroxilo. Es un método que cuantifica
mediante la medida del area bajo la curva (AUC), y asi, combina el porcentaje
de inhibicién y la longitud del tiempo de accién del radical libre por los
antioxidantes de una muestra. El analisis de ORAC ha proporcionado
informacion valiosa con respecto a la capacidad antioxidante de varias
muestras bioldgicas de compuestos puros tales como melatonina, dopamina y
flavonoides, a las matrices complejas tales como té, frutas, verduras y los

tejidos animales.

Otros métodos muy utilizados en la evaluacién de la actividad
antioxidante de alimentos y bebidas, asi como de medidas biolégicas han sido

los siguientes:

. Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), basado en la
medida del poder reductor de la muestra (Benzie y Shain,
1996).

o Método del B-caroteno — acido linoleico (B-CLAMS), basado en la

decoloracion del B-caroteno por los peroxidos generado durante

la oxidacién del acido linoleico (Muller, 1971; Tapc, 1984).

J Método acido tiobarbiturico (TBARS), basado en que durante la
peroxidacién lipidica se forman compuestos de descomposicién
de aldehido (hexano, melondialdehido y 4-hidroxinone). El
ensayo consiste en la deteccidon espectrofotométrica de un
producto estable entre aldehidos y el acido tiobarbitirico en la

fase acuosa (Buege, 1978).
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4.1 MATERIAL

4.1.1 Muestras

Se adquirieron 6 saquitos de 100g de Pulpa de Acerola comercial
congelada (1 lote de 3 saquitos en 2002 y otro lote en 2004), 1L de Zumo
Comercial (envasado “tetra pak”) y 500 mL de Zumo Concentrado (envasado
en vidrio) en el comercio local de Itajai (Estado de Santa Catarina - Brasil)
durante los afios 2002-2004. Las muestras se transportaron a la Universidad
de Sevilla (Espana) en cajas adecuadas y se mantuvieron en temperatura

apropiada hasta su analisis.

Los Frutos de Acerola, también procedentes de la regiéon sur de Brasil
(Estado de Santa Catarina), se recolectaron en diferentes puntos de la misma
planta y en dos distintos meses de cosecha (marzo y abril de 2002, enero de
2004). Para garantizar la homogeneidad de las muestras, los frutos de cada
mes se mezclaron y separaron en dos lotes: uno para el procesado en
licuadora y otro para el estrujado en prensa. Los diferentes lotes se congelaron
y transportaron adecuadamente hasta su analisis. Los codigos asignados a las

diferentes muestras aparecen en la Tabla 1.

Tablal: Codificacion de las muestras de acerola.

Muestra Cédigo
Saquitos de Pulpa (Lote 1 - 2002) P1, P2, P3
Saquitos de Pulpa (Lote 2 - 2004) P4, P5, P6
Fruto del mes de Marzo Licuado (afio 2002) ML
Fruto del mes de Marzo Estrujado (afio 2002) ME
Fruto del mes de Abril Licuado (afno 2002) AL
Fruto del mes de Abril Estrujado (afio 2002) AE
Fruto del mes de Enero Licuado (afio 2004) EL
Fruto del mes de Enero Estrujado (afio 2004) EE
Zumo Comercial (afto 2004) ZL
Zumo Concentrado (afio 2004) ZC
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Para someter el zumo de acerola al tratamiento por altas presiones se
seleccionaron frutos maduros del mes de enero de 2004 y se conservaron a —
18°C hasta el procesamiento de la fruta licuada para posterior analisis.

4.1.2 Reactivos

Los reactivos utilizados para la realizacion de los métodos aparecen en

la Tabla 2:

Tabla 2: Relacién de los reactivos utilizados en los métodos

Método Reactivo Proveedor Referencia
Acido galico Fluka 48630
Folin-Ciocalteau Carbonato sédico anhidro p.a. Merck 1.06392.0500
Reactivo Folin-Ciocalteau Merck 1.09001.0500
Acido dehidroascérbico Sigma D-8132
Acido L(+)-Ascérbico Merck 1.00127.0100
Acido metafosférico Merck 1.00546.0100
Acido sulfiirico 98% Merck 1.00748.0500
Vitamina C Acido ortofosforico 85% Panreac 131032
Sal disodica del acido etilendiaminotetracético, .
Sigma E-4884
EDTA
a-ditiotreitol (DTT) Sigma D-0632
Di-potasio hidrogeno fosfato Probus 145110
Sal diaménica del Acido 2,2 -azinobis(3- )
. Sigma A-1888
etilbenzotiazolin-6-sulfénico) - ABTS
Peroxidasa tipo IV-A Sigma P-6782
ABTS
Peréxido de hidréogeno 30% p/p Sigma H-1009
Glicina p.a. Merck 1.04201.0100
Acido clorhidrico 32% Merck 1.00319.1000
DPPH 1,1 difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)}) Sigma D-9132
Metanol p.a. Merck 1.06009.2500
N,N-dimethil-p-fenilenediamina dihidrochlorida .
Sigma D-0401
(DMPD)
DMPD Acetato sodio anidro Merck 1.06268.0250
Sodio hidroxido 0,1N Panreac 181694
Cloruro férrico Sigma F-7134
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B-ficoeritrina Sigma P-1286
2,2’-Azobis(2-amidino-propane) dihidrochlorido Wako
017-11062
(AAPH) Chemicals
ORAC
Sédio di-hidrogeno fosfato Panreac 131965
Di-potasio hidrogeno fosfato Probus 145110
Etanol Panreac 141085
Metanol p.a. Merck 1.06009.2500
. Acetonitrilo grado HPLC Merck 1.14291.2500
Extraccién en
. Acetato de etilo p.a. Panreac 131318
Fase Sélida (SPE)
Hidréxido sédico en lentejas p.a. Merck 1.06498
Acido clorhidrico 32% Merck 1.00319.1000
Patrones de Acido 6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcroman-2-
o Aldrich 23881-3
Antioxidantes de carboxilico (TROLOX)
Referencia Acido L{+)-Ascérbico Merck 1.00127.0100
Determinaciéon  Cloruro potasio
de Antocianos  Acetato sodio anhidro Merck 1.06268.0250
Acetona Merck 1.00014.1000
Eter etilico Merck 1.00921.1000
Sodio Cloruro Panreac 131659
Sulfato sodio anidro Merck 1.59337.0050
. . Potasio hidréxido en lentejas Panreac 121515
Determinacion
. Metanol p.a. Merck 1.06009.2500
de Carotenoides
Bicarbonato sodio Merck 1.06395.0050
Eter de petroleo ligero 40-60°C Merck 1.59542.0500
Dietilamina Merck 1.59623.0050
Silicigel Merck 1.59530.0170
Benceno Merck 1.01783.1000

4.1.3 Instrumentacién
Las medidas espectrofotométricas, para los métodos Folin-Ciocalteau,

ABTS, DPPH, DMPD y determinacién de antocianos, se realizaron en un

Espectrofotémetro Hitachi.
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Para realizaciébn de las medidas de fluorescencia, se utiliz6 un
Espectrofotometro de Fluorescencia F-2500 Hitachi con cubetas de cuarzo de

10mm de paso de luz obtenidas de Hellma.

En la extraccion en fase sélida (SPE) se utilizé6 una bomba de vacio tipo
B-169 de BUCHI® conectada a un dispositivo de fraccionamiento Supelco
Visiprep™. En el fraccionamiento de las muestras se utilizaron cartuchos Cis
Sep-Pack® plus (Waters™) para extraccion en fase soélida. Las distintas
fracciones recogidas se evaporaron hasta el volumen deseado en un rotavapor
BUCHI R200®, controlando la temperatura mediante un bafo de agua

termostatizado BUCHI B490®.

La Vitamina C y el Perfil Fenédlico de las muestras se analizaron y
cuantificaron en un equipo cromatografico Waters™ formado por inyector
manual Rheodyne 7725, una bomba cuaternaria Waters™ 600E System
Controller, un detector de haz de fotodiodos; horno Waters™ Steel Columm
Heater Module, ordenador Compaq Deskpro con software Milleniumm 2.0. El
bucle de inyeccién es de 50uL y la columna es Merck LichroCart® 100RP-18
de fase reversa, tamafio de particula 5p, 250x4mm (Ref. 1.16056.0001),
precolumna LichroCart® 4-4 (Ref. 1.50957.0001).

Para la extraccion de pigmentos carotenoides de las muestras, se utilizé
un homogeneizador Ultra-Turrax modelo T-25. La concentracién de los
pigmentos purificados de los patrones carotenoides se ha determinado en un
espectrofotometro Hewlett-Packard UV modelo 8452A. Los extractos de las
muestras y de los patrones, se evaporaron hasta sequedad en un rotavapor

Blichi modelo R110.

En la separacion e identificaciéon de los carotenoides se utilizé un
equipo cromatografico Hewlett-Packard 1100 formado por inyector automatico,
bomba cuaternaria, detector haz de fotodiodos, ordenador HP Vectra XA con
software HP ChemStation Rev. A.0603. La columna utilizada es Waters
Spherisorb ODS2 de fase reversa, tamano de particula 5u, 250x4,6mm,

precolumna de 100x4mm empaquetada con el mismo material.
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El tratamiento a alta presion de zumo de acerola se realizaré en un
equipo isostatico discontinuo S-Food-Lab 850-9-W (Stansted Fluid Power Ltd.,
Stansted UK) con capacidad de alcanzar 900 Mpa y un cilindro de presién de
36.5 mm de diametro y 240 mm de altura.
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4.2 METODOS

4.2.1 Medida de la Actividad Antioxidante

4.2.1.1 ABTS

a) Fundamento

El método se fundamenta en la capacidad que presentan los
antioxidantes para atrapar radicales libres presentes en el medio. El radical
coloreado formado se genera a partir de su precursor, el acido 2,2°-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS). Este es un compuesto estable, muy
soluble en agua y con un maximo de absorcién a 340 nm. Por accion de un
sistema enzimatico formado por una peroxidasa y su sustrato de oxidacion (el
peroxido de hidrégeno), se forma el radical cationico, ABTS"™, que resulta ser
estable 12 horas a temperatura ambiente. Se trata de un compuesto de color
verde-azulado y tiene un espectro caracteristico de absorcién con 3 picos
maximos de absorbancia a 414, 752 y 842nm en medio acuoso y 414, 730 y

873nm en medio etanélico (Armao, 2000).

A este radical formado se anade el antioxidante patréon o de la muestra
y posteriormente se mide el descenso de absorbancia producido. Se esta
evaluando la actividad antioxidante en funcién de la capacidad para disminuir

la concentracién del radical.

b) Reactivos

Para obtener 60mL de radical ABTS™ a una concentraciéon de 30uM, se

utilizan:

Disolucién de ABTS: se pesan 0,0504g de sal amoénica cristalizada del

ABTS y se disuelven en 20mL de agua desionizada. De esta disolucién, se

toma 0,500mL y se lleva hasta 100mL en un matraz aforado, se mide la

-53-



Material y Métodos

absorbancia a 340nm frente a un blanco de agua desionizada a temperatura
ambiente. La concentracién se verifica a partir del coeficiente de extincion
molar (gz40 = 36000 M-lcm-1). El volumen calculado se refiere a 9*10-5 moles y

se lleva al medio de reaccion.

Enzima Peroxidasa: se toma una cantidad cualquiera y se disuelve en

4mL de agua desionizada. La absorbancia se mide a una longitud de 403 nm y
la concentraciéon requerida se calcula utilizando: €403 = 100 M-lcm'l. El
volumen necesario calculado (para 1,5*10-8M) se afiade al medio de reaccién

para la formacion del radical.

Peréxido de Hidrogeno: para la obtenciéon de una concentracién final de

1,5277*103g/mL, se toma 1mL de peroxido de hidrégeno comercial (30% p/p,
0 = 1,10Kg/L) y se diluye sucesivamente con agua desionizada. De esta

dilucién, se toman 20uL y se llevan al medio de reaccién.

Tampon Glicina: se prepara pesando 1,875g de glicina que se disuelven

en aproximadamente 450mL de agua desionizada. El pH se ajusta a 4,5 con
una disolucién de HCl O0,1N (a partir de HCl comercial al 32%).
Posteriormente, la glicina tamponada se enrasa hasta 500mL en un matraz
aforado con agua desionizada. El pH final se ajusta con HCl. De este tampoén

se toma el volumen necesario para completar los 60 mL del medio de reaccion.

La generacion del radical se puede resumir como:

1,5mM ABTS + 0,25 uM peroxidasa + 15 uM H202 — 30 uM de ABTS™

¢) Procedimiento para la Medida de la Actividad Antioxidante

Preparacion del Radical: para la generacion del radical ABTS™ es

necesario mezclar los reactivos en la siguiente orden: Tampén — ABTS —

Enzima — H;Os.
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La comprobacién del radical se hace tomando 2mL y midiendo la
absorbancia a los 2 minutos de comenzada la reaccion, el valor debe estar

entre 0,8 y 1,2nm. El blanco utilizado es el tampoén glicina-HCI.

Curva de Calibrado Absorbancia — Concentracién del Radical: con el

objetivo de verificar la linealidad entre la concentraciéon del radical y la
absorbancia medida a 414nm, se ha determinado diariamente y por duplicado
las concentraciones de 30uM, 24uM, 18uM, 12uM y 3pM del radical. En la
Figura 10 se representa la absorbancia del radical ABTS™ frente a su

concentracion expresada en mg/mkL.

Absorbancia = .05740 + 47.147 * Concentracion
r=.99985

0.85

0.75

0.65

0.55

0.45

Absorbancia

0.35

0.25

0.15 &=
0.002 0.004  0.006 0.008 0.010 0.012 0.014 0016  0.018

Concentracion (mg/mL)

Figura 10: Curva de calibrado Absorbancia — Concentracion de ABTS™

Determinacién de la Actividad Antioxidante de la Muestra: las muestras

de pulpa y zumo de acerola se han diluido convenientemente para que la
medida de absorbancia quedara dentro del intervalo de linealidad. Las
medidas se realizaron en medio acuoso y metanélico. Se toman 2mL de
disolucion del radical, se mide su absorbancia inicial a 414nm y se afiaden
100ul de la muestra diluida. Las medidas por triplicado, se realizan a los 2, 3,

4, 5, 6, 10 y 15 minutos después de comenzada la reaccion. El porcentaje de
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inhibicién del radical se ha calculado a los 2 y a los 15 minutos para cada

concentracion estudiada, de acuerdo con la formula:

O/O ll’lhlbiCif)n = ( 1 ‘A2minutos/Ainicia])* 1 OO
% inhibicién = (1- A1sminutos/ Ainiciat)* 100

Las medidas de absorbancia se realizaron a diferentes tiempos porque,
de esta manera, es posible que existan compuestos en la muestra de reaccién
rapida y otros que requieran un periodo de tiempo mayor para completar la
reacciéon de modo que no serian evaluados si la medida se realiza a los 2
minutos, como propone el método original (Cano et al., 1998; van den Berg et
al., 1999).

4.2.1.2 DPPH

a) Fundamento

El método se basa en la medida de la capacidad de captura de radicales
libres por los antioxidantes de las muestras ensayadas. El radical catiénico
que se utiliza es el 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) en solucién metandlica,
que presenta un espectro de absorcién caracteristico, con un pico maximo a
515nm. Cuando la muestra se afiade a la solucion que contiene el radical se
produce una disminucién de la absorbancia que es proporcional a la
concentraciéon de compuestos antioxidantes que contiene la muestra. Asi, se
realiza una medida continua de la absorbancia hasta que ésta alcanza valores
practicamente constantes, lo que indica que la reaccién ha llegado a su punto

de equilibrio (Larrauri et al., 1999; Sanchez-Moreno et al., 1998).

El método presenta la ventaja de que el DPPH™ se comercializa como

radical en su forma estable, solo es necesario disolverlo en metanol.
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b) Reactivos

Disoluciéon del Radical: Para obtener una concentraciéon de 0,1mM de

radical, se pesan 0,0125g de DPPH"" y se disuelven en 500mL de metanol. El
radical preparado es estable durante 12h a temperatura ambiente y protegido
de la luz.

¢) Procedimiento para la medida de la actividad antioxidante

Curva de Calibrado Absorbancia — Concentracién de radical: Para

comprobar la relacion lineal que existe entre la absorbancia medida a 515nm y
la concentracion de radical, se realizaron curvas de calibrado. Se toman
volumenes del radical recién preparado para obtener concentraciones de 63,
51, 38, 25y 13uM y se lee su absorbancia a la longitud de onda de 515nm. En
la Figura 11 se representa la absorbancia del radical DPPH™ frente a su
concentracidon expresado en mg/mL. La curva se realiza diariamente y por

triplicado.

Absorbancia = .00040 + 29.080 * Concentracion
r=.,99991

0.8
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0.6

0.5
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0.1 =z
0.002 0.006 0.010 0.014 0.018 0.022 0.026 0.030

Concentracién (mg/mL})

Figura 11: Curva de calibrado Absorbancia — Concentracién de DPPH'™

Determinacién de la Actividad Antioxidante de la Muestra: Para las

muestras estudiadas (pulpa y zumo de Acerola) se han preparado distintas
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diluciones para que la medida de absorbancia se sitiie en los valores de
respuesta lineal. Se toman 3,9mL de disoluciéon de radical y se lee la
absorbancia (Ainicial) @ 515nm, se afnaden 100uL de la muestra, se agita bien y
se sigue la caida de la absorbancia hasta que esta alcance un valor constante.

En este momento se considera que se ha alcanzado el equilibrio.

A partir de las medidas efectuadas por triplicado, se calcula el
porcentaje de inhibiciéon del radical en el punto de equilibrio para cada

concentracién, segun la formula:

% inhibicién = ( 1 -Aequilibn‘o / Ainicial)x 100

La representaciéon se lleva a cabo comparando este valor con las
distintas concentraciones de muestra ensayada expresada en mg de

muestra/mL de disolucién.

4.2.1.3 DMPD

a) Fundamento

Este método se fundamenta en la capacidad de donacion de atomos de
hidrégeno de compuestos antioxidantes para neutralizar radicales libres de
una disolucién. Para ello, se prepara una disolucion de N,N-dimethil-p-
fenilenediamina dihidrochlorida (DMPD). En presencia de una solucién
oxidante, en este caso cloruro férrico, se forma el radical cationico coloreado
DMPD". El espectro ultravioleta-visible del DMPD*" presenta un maximo de
absorcién a 505nm. Al anadir el antioxidante que se pretende evaluar el
radical disminuye, la reaccién se produce con rapidez (menos de 10 minutos) y
el punto final, que es estable, se toma como una medida de la eficiencia
antioxidante (Fogliano et al., 1999). La formacidén del radical se puede resumir

como sigue:

ImL DMPD 100mM + 100mL tampoén acetato 0,1M pH 5,25 + 200pL FeCls 0,05M
— DMPD-+
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b) Reactivos

Disolucién del DMPD: Para preparar 100mM de DMPD, se pesan 209mg

y se disuelven en 10mL de agua desionizada, se mezcla y se protege de la luz.

Preparacién de Tampoén Acetato: Para obtener SOOmL del tampén a una

concentracion de 0,1M y pH 5,25, se pesan 3,1354g de acetato sodio anhidro y
se disuelven en agua desionizada, se anade 697pL de acido acético y se enrasa

a 500mL en un matraz aforado. El pH 5,25 se ajusta con NaOH.

Preparacion de Cloruro Férrico: Se pesan 811mg de cloruro férrico

anhidro y se disuelven en 100mL de agua desionizada, se obtiene una

concentracion de 0,05M.

¢} Procedimiento para la Medida de la Actividad Antioxidante

Preparacién del Radical: se toma 1mL de disolucion DMPD 100mM y se

anade a 100mL de tampén acetato, pH 5,25. El radical catiénico coloreado
DMPD** se obtiene anadiendo 0,2mL de la solucién de 0,05M de cloruro férrico
(concentraciéon final 0.1mM). Su preparacion debe de ser diaria y es estable,

protegido de la luz, hasta 12 horas.
Para comprobar el radical, se toman 2mL de la disolucién formada y se
mide su absorbancia a 505nm, la densidad éptica debe estar entre 0.900 +

0.100 unidades de absorbancia.

Curva de Calibrado Absorbancia - Concentraciéon del Radical: se

preparan diariamente diluciones de 1, 0,8, 0,6, 0,4 y 0,2mM del radical y se
mide por triplicado a una longitud de onda de 505nm, asi se comprueba la
linealidad del radical entre su concentraciéon y absorbancia (Figura 12). La

referencia es la disolucién tampén.
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Absorbancia = .01000 + 28.880 * Concentracion
r=.99980
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Figura 12: Curva de calibrado Absorbancia — Concentracion de DMPD™

Determinaciéon de la Actividad Antioxidante de la Muestra: se preparan

distintas diluciones para las muestras de pulpa y zumo de acerola. Se toman
2mL de disolucién del radical y se lee la absorbancia (Ainicial), S€ afladen 100 pL
de la muestra diluida y se mezclan durante 10 minutos, tras los cuales se lee

la absorbancia a 505nm.

Todas las medidas se efectuaran por triplicado. Se ha calculado el
porcentaje de inhibicién del radical con la medida de absorbancia a los 10

minutos de comenzada la reaccién para cada concentracion, segin la formula:

% inhibicién = ( 1-Ap minutos/Ainicial)X 100

Se calcula el valor medio de los porcentajes de inhibicion y se
representan en una grafica frente las distintas concentraciones de muestra

ensayada expresada en mg de muestra/mL de disolucién.
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4.2.1.4 Expresion de los Resultados: Valor TEAC

La actividad antioxidante se expresa en referencia al Trolox, un
compuesto analogo a la Vitamina E y soluble en agua. El valor TEAC
(Capacidad Antioxidante Equivalente al Trolox) es la concentraciéon de Trolox
que presenta la misma actividad antioxidante que una concentracion 1mM de

la sustancia a ensayar (van den Berg et al., 1999).

Valor Trolox

Y=a1+b1x
Y=as+bx »Y=(a+§) +(axdx

TEAC

[Polifenol] (mM)

El valor TEAC de una mezcla de compuestos, como ocurre en los
alimentos, bebidas, extractos, representa la concentracion de una disolucién
de Trolox que tiene la misma actividad que la mezcla de ensayo. Se calcula
representando  distintas concentraciones de Trolox frente a las
correspondientes variaciones de absorbancia del radical del método ensayado

(van den Berg et al., 1999).

El valor TEAC se ha utilizado para expresar los resultados de los
métodos ABTS, DMPD y DPPH. Se analiza un triplicado de cada concentracién
de Trolox (expresadas en mM) y se representa el valor medio de variaciéon de
absorbancia. Las medidas deben seguir los tiempos establecidos para cada

método en cuestion.

a) Cdlculo del Valor TEAC

Curva de Calibrado Absorbancia — Concentracién del Trolox: para cada

método (ABTS, DMPD y DPPH), se preparan diferentes concentraciones de

Trolox, en agua o metanol y los ensayos se realizaran por triplicado de acuerdo
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con la longitud de onda de cada método. El resultado comprueba la linealidad
de la respuesta del Trolox (en mM) frente a su absorbancia. Se obtuvieron las

rectas siguientes:

Método ABTS:

Utilizando agua como diluyente:

As14 a los 2 minutos = 0,02260 + 2,2745 [Trolox mM] r = 0,9990
As14 alos 15 minutos = 0,03295 + 2,1987 [Trolox mM] r =0,9984

Utilizando metanol como diluyente:
As414 a los 2 minutos = 0,00122 + 2,4777 [Trolox mM] r = 0,9908
As14 a los 15 minutos = 0,00227 + 2,4700 [Trolox mM] r=0,9914

Método DMPD:
Utilizando agua como diluyente:
Asos a los 10 minutos = 0,03105 + 0,62263 [Trolox mM)] r = 0,9993

Utilizando metanol como diluvente:

Asos a los 10 minutos = 0,04289 + 0,55492 [Trolox mM] r = 0,9890

Método DPPH:
Utilizando agua como diluyente:
As15 en equilibrio = -0,0113 + 0,41270 [Trolox mM] r = 0,9779

Utilizando metanol como diluvente:
As15 en equilibrio = 0,02194 + 0,49587 [Trolox mM] r = 0,9992

Para obtener la concentracion de Trolox que presenta la misma
actividad de una determinada concentracién del compuesto patrén, se toma
una dilucién de la sustancia que presente valores de absorbancia dentro del

intervalo de la recta de Trolox y este dato se interpola en ella.

Aplicacién a las muestras: para calcular €l valor TEAC de las muestras

de pulpa y zumo de acerola, se mide por triplicado la variacién de absorbancia
que experimenta una dilucién determinada de esta, en los tiempos de 2 y 15
minutos para el ABTS, a los 10 minutos para el DMPD y en €l punto de
equilibrio para el DPPH.
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Estos datos se interpolan en la curva de calibrado del Trolox (variacién
de absorbancia frente la concentraciéon de Trolox). Las muestras deben estar
debidamente diluidas para que sus valores estén dentro del intervalo de

respuesta de la curva de Trolox.

Para hallar el valor TEAC de cada disolucién ensayada se multiplica la

concentracion de Trolox, calculada anteriormente, por el factor de dilucién.

TEACsoiucisn = Concentracidon de Troloxgiucen X factor de dilucién

Se han ensayado diferentes diluciones de cada muestra, de modo que
para cada una de ellas se ha obtenido el valor TEAC (mmol Trolox/kg de pulpa
o mmol Trolox/L de zumo) y los resultados se expresan como la media +

desviacion estandar de las muestras ensayadas.

4.2.1.5 ORAC

a) Fundamento

El ensayo ORAC (Capacidad de Absorbancia de Radicales de Oxigeno)
se fundamenta en la capacidad de compuestos antioxidantes en atrapar
radicales de oxigeno. La fluorescencia de la proteina pB-Ficoeritrina de
Porphiridium cruentun sufre un descenso que afecta a su conformacién e
integridad quimica a causa del dafio provocado por especies reactivas. Bajo
condiciones apropiadas, el descenso de la emisién de fluorescencia de P-
Ficoeritrina en presencia de una especie reactiva es un indice del dafio
oxidativo que sufre la proteina. En este método se emplea el AAPH (2,2°-
Azobis-(2-amidino-propano)dihidrocloruro), especie reactiva que sufre
descomposicién térmica espontanea y genera radicales peroxilos con un rango
determinado por la temperatura. La inhibicién de especies reactivas por accién

de un antioxidante se refleja en la proteccién del descenso de la fluorescencia
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de B-ficoeritrina. Asi, se mide la actividad antioxidante de estos compuestos

frente a los radicales libres (Prior y Cao, 2000; Wang et al.,1996).

Segun Prior y Cao (2000), para medir la inhibicién de especies reactivas
por adicion de compuestos antioxidantes, se deben considerar dos
parametros: el tiempo que dura la inhibicion del radical y el porcentaje de

inhibicién exhibido a diferentes tiempos.

b) Reactivos

Tampoén fosfato (7,5mM - pH 7): se prepara una disolucién de KoHPO4
0,75M y otra de NaH,PO4 0,75M, se mezclan en la proporcién 61,6:38,9 (v/v)

respectivamente y se diluye con agua desionizada (1:9 v/v). El pH de la

solucion final debe ser alrededor de 7.

Ficoeritrina: La solucion madre se prepara disolviendo 1lmg de
ficoeritrina en 5,9mL de tampoén fosfato. La disolucion de trabajo se obtiene

por dilucién de la madre con tampén fosfato.

AAPH (160mM): se pesa 434mg de AAPH y se disuelve en 10mL de

solucién tampon.

TROLOX (Acido 6-hidroxi-2,5.7.8 tetrametilcroman-2-carboxilico): la

solucion madre se prepara disolviendo 5,0mg de TROLOX en 200mlL de
tampon fosfato, la solucién de trabajo se obtiene mediante dilucién con
tampon fosfato (1:4 v/v).

¢) Procedimiento para la Medida del Valor ORAC

El ensayo ORAC: se lleva a cabo en microcubetas fluorimétricas a una

temperatura constante de 37°C. Para la realizacion del método, se toman los
siguientes volumenes de los reactivos: 150ul de muestra + 150pL de

ficoeritrina (68mg/L) + 75uL de AAPH (160mM).
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v El blanco esta constituido por: 150uL de tampoén fosfato.
v La solucién estandar utilizada es: 150uL de TROLOX (20uM).

Inmediatamente se mide la fluorescencia con una A de excitaciéon de
540nm y de emision de 565nm, cada 5 minutos durante 60 minutos o hasta

que la medida descienda aproximadamente a O o a 5% del valor inicial.

Medida con la muestra: para las muestras de Pulpa (P1, P2, P3) se

prepara una disolucién de 0,3g/L, y para el Zumo de 0,5mL/L (ML, AL) y
0,25mL/L (ME, AE). Todas estas muestras se preparan en tampoéon fosfato

(75mM pH 7) antes de la medida.

El area bajo la curva de emisién de fluorescencia se cuantifica mediante
la informacién de intensidad de fluorescencia y tiempo. La medida de la
capacidad antioxidante del compuesto estudiado se obtiene calculando la
diferencia de area bajo la curva de descenso de fluorescencia a lo largo del
tiempo entre el blanco y la muestra en cuestién. El valor ORAC se expresa

usando equivalentes de TROLOX (uM):

Valor ORAC (HM) = 20K (Smuestra - Sblanco) / (Strolox - Sblanco)

20 = concentracion del TROLOX

K = factor de dilucion de la muestra estudiada

S = area bajo la curva de descenso de fluorescencia para cada muestra
(compuesto antioxidante, blanco o TROLOX).

El area se calcula de la siguiente forma:

S =(0,5+1s/fo + fio/fo + fis/fo + ......... + feo/fo) x S

fo = fluorescencia inicial medida a tiempo 0.

fi = fluorescencia medida a tiempo i (minutos)

Las medidas se realizan por triplicado. Para el calculo del valor medio

de los resultados obtenidos, se aplicé un test de rechazo de datos, por el cual
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un dato es rechazado si el cociente entre su diferencia con el valor central y la
diferencia del central con el tercero es superior a 1,5, siendo x; > x» > X3. Se

rechaza x1 si X1- X2/X2-X3 > 1,5. Se rechaza x3 si X2 - X3/ X1-X2> 1,5.

4.2.2 Determinacion de la Composicion Quimica

4.2.2.1 Determinacion de Vitamina C por HPLC

a) Fundamento

El método consiste en la identificacion y cuantificaciéon de las dos
formas biolégicamente activas de vitamina C: acido ascorbico (AA) y
dehidroascérbico (DHAA). El AA se puede determinar gracias a su absorbancia
a 245nm, sin embargo, el DHAA presenta una baja absortividad molar en UV.
Asi, se ha propuesto la reduccion hasta AA con a-ditiotreitol (DTT)
determinando pues, el AA total. Los resultados se expresan en mg/mL de
acido ascorbico (Sdanchez-Mata et al, 2000; Kim, 1989).

b) Reactivos

Solucion Extractora: Solucién de acido metafosforico al 3% (p/v)
conteniendo 1mM de EDTA.

Solucién Reductora: Se prepara una soluciéon de DTT al 0,2% (p/v) en

tampoén fosfato 0,2M a pH 7.

Otras Soluciones: Di-potasio hidrogeno fosfato al 45% en agua
desionizada
Acido ortofosférico 2M

Tamp6én fosfato 0,2M — pH 7
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¢) Tratamiento de las Muestras

Se toman 1,25mL de pulpa o zumo previamente filtrados con Buchner y
papel Watman ntmero 1 y se llevan a 1L con la disolucion extractora. Esta
dilucién se filtra con Millipore 0,22um y se inyecta en el cromatégrafo con el

fin de cuantificar el AA inicial.

Para determinacion de AA total, se toma 1mL de la dilucién anterior y
se aniade 0,2mL de solucion reductora de DTT al 0,2%. A continuacién, se
aftade 0,1mL de KyPO4 al 45%. Se deja 10 minutos en la oscuridad para que la
reduccion del DHAA sea completa y, seguidamente, se aflade 0,2mL de H3PO4
2M. Después de unos minutos se filtra y se inyecta en el cromatégrafo. El

procedimiento descrito esta esquematizado en la Figura 13.

~ Muestra diluida 4 una concentracion de
1,25ml/L con solucion e:

Piltrada'con
Millipore 0,22um

RN

illipore
SR

Figura 13: Esquema de la preparacién de muestra para el andlisis
del AA inicial y AA total en pulpa y zumo de acerola.
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Para la realizaciéon de la curva de calibrado se prepara una disolucion

madre del patréon disolviendo 25mg de AA en 100mL de la solucién extractora.
A partir de ésta, se preparan 6 disoluciones cuyas concentraciones son 1, 2, 5,
10, 20 y 40mg/L con la misma solucion extractora. Se estudia la linealidad en
este intervalo determinando la correlaciéon entre las concentraciones de AA y
las correspondientes areas de pico. Una de las rectas de calibrado realizada

fue:

Area = 41630.0 + 1858.105 x Concentracion de AA (r = 0.99963)

Recuperacion: La recuperacién del AA y DHAA se llevan a cabo en una

muestra de pulpa (P1) y dos de zumo (ME y AL). Para cada una de ellas, se
evalia la recuperaciéon después de la adicién de 0,05mL de una disolucion de
Smg/100mL del patrén (AA o DHAA segun el caso) a la muestra antes de la

extraccion. La determinacion se realiza por triplicado.

De cada muestra en estudio se toman 9 alicuotas iguales, a 3 de ellas
se anade una cantidad conocida de AA, a otras 3 una cantidad conocida de
DHAA y a las 3 restantes no se anade nada. Estas tultimas sirven para
determinar la cantidad de AA inicial y total, en las adicionadas de AA se
determina el AA inicial + AA anadido y en las muestras con adicién de DHAA

se determina el AA total (AA inicial + DHAA reducido) (Figura 14).
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9 muestras filtradas con Millipore 0,22um

S

3 muestra
wosinadicion.

con adicion de una

con adicion de una cantidad
cantidad conocida de AA - ~

Inyectarenel
cromatbgrafo antes y
después de realizar la
reduceion

Inyectaren el

cromatografo

. St S
Inyectarenel
- cromatografo

Areas de pico del AA
inicial + DHAA
reducido

Area de pico del AA
udnicial hafadido g

Figura 14: Esquema de reduccién de muestras.

d) Condiciones Cromatogrdficas:

Fase moévil: se utilizé una fase mévil de 18mM de acido sulfurico en

agua desionizada (pH 2.6) a una velocidad de flujo de 0,9mL/min.

Fase estacionaria: columna Merck LichroCart® 100RP-18 de fase

reversa, tamano de particula 5p, 250x4 mm protegida con precolumna

LichroCart® 4-4 a temperatura ambiente.

Deteccion: UV de 200 a 400nm. Se cuantifica en el maximo de
absorcion del AA (245nm). La inyeccion se realiza a bucle completo S0pL. Los
analisis se obtienen por triplicado. La identificacién se lleva a cabo
comparando los espectros del patron con el del pico a identificar. La

cuantificacién se realiza por calibrado externo mediante las areas de los picos.
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4.2.2.2 Indice de Polifenoles Totales (IPT)

a) Fundamento

El método se fundamenta en el caracter reductor de los polifenoles.
Emplea como reactivo una mezcla de acidos fosfotiingstico y fosfomolibdico en
medio basico que se reduce al oxidar los compuestos fenoélicos, originando
oxidos azules de tugsteno (WgO23) y molibdenio (MogO23). La absorbancia del
color azul desarrollado es maxima a 765nm. Tratando la muestra con el
reactivo Folin-Ciocalteau en presencia de NaxCOs, la lectura de absorbancia a
765mn es proporcional a la concentraciéon total de polifenoles y se expresa

como indice de Folin-Ciocalteau (Singleton y Rossi, 1965).

b) Reactivos

Disoluciéon Patrén: Se disuelven 0,500g de acido galico, desecado

previamente en estufa a 100°C durante 2 horas y enfriado en desecador, en

100mL de agua.

Disolucién de Carbonato Sédico a 20% (p/v): se disuelven 200g de

carbonato sédico en un litro de agua en ebulliciéon, se enfria a temperatura

ambiente y se filtra a las 24 horas.

¢) Procedimiento para la Medida del Indice de Polifenoles Totales

Curva de Calibrado: se toman volimenes de O, 1, 2, 3, Sy 10mL de la

disolucién patrén de fenol que se vierten en otros tantos matraces aforados de
100mL y se diluyen con agua hasta enrase. La concentracion de fenol de estas
disoluciones es de 0, 50, 100, 150, 250 y 500mg/L, respectivamente. De cada
una de estas disoluciones se toma lmL y se vierte en el correspondiente
matraz aforado de 100mL. Se afiade a cada matraz 100mL de agua,
aproximadamente. Se agita, se anaden 5mL de reactivo de Folin-Ciocalteau y
se mezcla bien. Después de 30 segundos y antes de 8 minutos, se afiaden

15mL de disolucién de carbonato sodico al 20%. Se agita bien y se diluye con
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agua hasta enrase. Se deja reposar la disoluciéon durante 2 horas a 24°C y se
determina la absorbancia a 765nm. Se representa la absorbancia frente a la

concentracién (Figura 15).

Muestras de acerola: Se toman 50g de pulpa de acerola y se llevan a 1L

de agua o metanol. Se agita con ultrasonido durante 5 minutos.
Posteriormente se filtra con Buchner y papel Whatman ntimero 1. En el caso
del zumo, se prepara una dilucién de 40mL/L en agua o metanol, que se agita
con ultrasonido y se filtra. Se toma 1mL cada una de estas diluciones para
realizar la determinacién de Folin Ciocalteau. Los resultados se expresan como

acido galico en mg/L o mg/kg de fruta fresca.

Absorbancia = .00557 +.11602 * Concentracion
r=.99999

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

Absorbancia

0.2

0.1

0.0
0 1 2 3 4 5 6

Concentracion (mg/L)

Figura 15: Curva de calibrado de polifenoles totales
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4.2.2.3 Determinacion de Antocianos Totales

a) Fundamento

El fundamento del método consiste en la determinacion
espectrofotométrica del contenido de antocianos totales por diferencia de pH,
en que se aplica dos sistemas de disoluciones tampéon (pH 1 y 4,5) a las
muestras midiéndose la absorbancia a 510 y 700nm en ambos medios (Giusti

y Wrolstad, 2001).

b) Tratamiento de las Muestras

Las muestras de pulpa se centrifugaron (10 minutos, 4000rpm) y se
filtraron en papel Watmann n°l, las restantes (zumo preparado en el
laboratorio) solamente se filtraron en dicho filtro.

Se ha utilizado acetonitrilo con 4% de acido acético para la extraccién

de los antocianos totales en todas las muestras.

¢) Reactivos

e Cloruro potasio pH 0,1 (0,025M)
e Acetato sodio pH 4,5 (0,4M)

d) Procedimiento de Medida de los Antocianos Totales
Se diluye cada muestra diez veces en tampones de cloruro de potasio

(pH 0,1 - 0,025M) y en acetato sodico (pH 4,5 - 0,4M), posteriormente se

efectiia la medida de la absorbancia a 510 y 700nm y se calcula a partir de:

A = (As10-A700)pHo,1 - (A510-A700)pH4,5

La concentracién de pigmentos monoméricos en las muestras de acerola

se ha expresado en cianidina-3-glucésido por la siguiente férmula:
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Antocianos monoméricos (mg/100g) = A x PM x FD x 100
(ex 1)

Donde:

A = Absorbancia

PM = Peso Molecular (449,2)
FD = Factor de Dilucién

e = Absortividade Molar (26900)

La concentracion final de antocianos se expresa en mg/100g o

mg/100mL de cianidina 3-glucésido para la pulpa y el zumo, respectivamente.

4.2.2.4 Separacién Cromatogrdfica de las Fracciones Polifendlicas de la
Acerola Usando Cartuchos de Extracciéon en Fase Solida (SPE)

a) Fundamento

El método se fundamenta en la separacion cromatografica de
polifenoles usando cartucho de extraccion en fase soélida (solid phase
extraction — SPE). La columna esta constituida por un relleno sélido que forma
la parte estacionaria del sistema, esta compuesta por silice (fase normal) y
octadecil Cis (fase reversa). Los compuestos de la muestra estudiada se
separan de acuerdo a su afinidad por la fase estacionaria o moévil, que cambia

de polaridad segun el propésito de la extraccién (Brenneman y Ebeler, 1999).
La técnica tiene una amplia utilidad y se aplica en €l campo

medioambiental, alimentario y biomédico para reconstituir y aislar

compuestos del agua, el aire, los alimentos o los fluidos biolégicos.

b) Reactivos

Acetonitrilo acuoso 16% pH 2: el pH se ajusta con HCL 0, 1N.
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Acido clorhidrico 1N v 0,01N
Hidroxido de sodio 5N

¢) Procedimiento para la Separacién de las Fracciones Polifendlicas

Obtenciéon de las fracciones: la separacion se lleva a cabo en una

columna de extraccion en fase sélida reversa Cisy se ajusta el pH y la fuerza
i6nica de los disolventes. El flujo se mantiene aproximadamente a
ImL/minuto, tiempo suficiente para permitir la adsorciéon/deadsorcién del

analito de la muestra entre la fase estacionaria y liquida.

Los polifenoles se separanen 3 familias dependiendo de su polaridad: 1)

acidos fenolicos, 2) flavanoles y antocianos y 3) flavonoles.

Para comenzar la separacion de las distintas familias, se ajustan a pH 7
las muestras de pulpa y zumo de acerola. En este momento se observa un
cambio del color debido a algunos antocianos que pueden existir en forma de

quinonas, cuya coloracion es azul en lugar de roja, su forma ionizada.

El fraccionamiento se procede como sigue:

1) Se activa la columna con 2mL de metanol seguido por 2mL de agua a pH
neutro para su acondicionamiento.

2) Se carga la columna con 1,5mL de muestra a pH 7.

3) Se hacen pasar 6mL de agua neutra por la columna y se recoge el eluyente,
que es la Fraccion 1, constituida por los acidos fenoélicos que no son
absorbidos por la fase estacionaria hidrofébica.

4) Posteriormente se reacondiciona la columna con 2mL de 0,01N HCL. Este
eluyente es despreciado.

5) La Fraccidn 2 es recogida tras eluir 6mL de acetonitrilo acuoso al 16% (pH
2) a través de la columna. Esta fraccidon esta compuesta por flavanoles y
antocianos, que han sido ionizados en el paso anterior.

6) Se pasan 6mL de acetato de etilo, el eluyente recogido es la Fraccion 3,

que corresponde a los flavonoles.
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Las 3 fracciones se llevan al rotavapor controlando la temperatura con
un bafno termostatizado a 38°C. Teniendo en consideraciéon que el disolvente
utilizado para medir la actividad antioxidante de las fracciones es agua, es
necesario eliminar los demaéas. La Fraccion 1 se evapora hasta el volumen
deseado. La Fracciéon 2 se evapora hasta la completa desaparicion del
acetonitrilo (que esta al 16%) y la fraccién 3, constituida por acetato de etilo,
se evapora hasta sequedad y se reconstituye con agua. Al final, todas las
fracciones se llevan al mismo volumen de la disolucién madre de la pulpa y el

zumo, es decir, 5mL.

4.2.2.5 Determinacion de la Composicion Fenélica

a) Fundamento

El método consiste en la separacién y identificacion de los compuestos
fenolicos por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) con detector de
fotodiodos en fase reversa y un gradiente de elucién binario con un rango de
deteccion en UV visible de 240 a 450nm, registrando simultaneamente las
longitudes de 240, 313, 320 y 355nm. La separacion de los compuestos se

completa a los 80 minutos.

b) Tratamiento de las Muestras

Las muestras de zumo de acerola licuado y estrujado y el zumo
comercial se inyectan directamente sin manipulacién salvo la filtracion (Millex
0,22um). La pulpa y el zumo concentrado se centrifugan (10 minutos

4000rpm), se filtran y se inyectan en el cromatégrafo.

c¢) Condiciones Cromatogrdficas

El control de la temperatura del médulo que contiene la columna evita

oscilaciones en la medida de la linea base, y permite obtener tiempos de
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retencion constantes. El eluyente adquiere la temperatura deseable antes de

entrar en la columna.

Fase movil: se ensayaron diferentes gradientes al objeto de conseguir
una adecuada separacién de los picos. Los ensayos se realizaron con los

eluyentes constituidos por una mezcla de disolventes:

Fase A: acido acético en agua (pH 2,65)

Fase B: acetonitrilo: acido acético en agua (pH 2,65) en las proporciones

80/20.

Los gradientes ensayados han sido:

Gradiente 1 - Flujo: 1,5

Tiempo (minutos) Fase A Fase B
- 100 0
5 98 2
10 96 4
15 90 10
30 80 20
35 70 30
40 0 100
45 100 0
60 100 0

Gradiente 2 - Flujo: 1,0

Tiempo (minutos) Fase A Fase B
- 100 0
5 98 2
10 96 4
15 90 10
20 86 14
30 80 20
35 75 25
40 70 30
50 0 100
55 100 0
70 100 0
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Gradiente 3 - Flujo: 0,9

Tiempo (minutos) Fase A Fase B
- 100 0
5 98 2
10 96 4
20 90 10
25 86 14
35 80 20

45 75 25
55 70 30
60 0 100
70 100 0
80 100 0

El gradiente 3, con un flujo de 0.9 mL/min y la temperatura de 40°C,
ha sido elegido como el método de separacion adecuada de los compuestos
polifendlicos de las muestras de acerola. En la Figura 16 se muestra el
cromatograma a 280nm de un zumo de acerola obtenido con las condiciones
del gradiente 3. Se ha incluido también la representacion bidimensional del
cromatograma en la que se puede observar una adecuada separacion. La

duracién de cada analisis completo es de 80 minutos.
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Figura 16. Cromatograma a 280nm de un zumo de acerola obtenido con las condiciones

del gradiente 3.
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Fase estacionaria: columna Merck LichroCart® 100RP-18 de fase

reversa, tamano de particula Sy, 250x4 mm protegida con precolumna

LichroCart® 4-4 a una temperatura constante de 40°C.

Deteccién: UV de 200 a 600nm. Se identifica y cuantifica los polifenoles
en el maximo de absorcién correspondiente a cada familia de fenoles (280, 313
y 355). En todos los casos se realizo la inyeccion a bucle completo (S0uL). Los

analisis se llevan a cabo por triplicado.

d) Resolucion de los Picos

La resolucioén de los picos se comprobé aplicando la siguiente formula

(Schoenmakers, 1988):

Y=t2-tl/(W2+W1) /2

Donde Y es la resolucion entre dos picos, t: es el tiempo de retencion de
cada uno de los picos y W la medida de la anchura de la base del pico.
Matematicamente, W se calcula como la diferencia entre los puntos de
interseccion entre las tangentes a ambos lados del pico cromatografico y la

linea de base del cromatograma.
Se ha constatado que los picos identificados tienen una
resolucién con el anterior y el posterior mayor que 1,5.
4.2.2.5 Determinacion de Pigmentos Carotenoides
a) Fundamento
El método se fundamenta en la separacién e identificaciéon de los
pigmentos carotenoides por Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC)

en fase reversa de extractos saponificados de productos naturales. Se utiliza

un gradiente de elucién binario con acetona y agua. La deteccién se hace en
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UV visible a 450nm. Con el detector de fotodiodos se obtienen los espectros de
los pigmentos, lo cual ayuda a su correcta identificacién. Esta técnica
presenta un alto poder de resoluciéon en un corto espacio de tiempo. La
separacién se completa a los 15 minutos (Minguez-Mosquera y Hornero-

Méndez, 1993).

b) Reactivos

Disolucién de Cloruro de sodio al 10% (p/v)
Hidréxido de potasio al 20% (p/v) en metanol
Disolucién saturada de bicarbonato sédico

Disolucién Sulfato de sodio al 2% (p/v)

O 0O 0O O

¢) Tratamiento de las Muestras

Extraccién: Las muestras de fruto maduro (15g), fruto inmaduro (15g),
pulpa (8g), zumo concentrado (5g) y zumo listo (5mL) se homogeneizaron con
SOmL de acetona para extraer los pigmentos carotenoides. El homogeneizado
se filtra a vacio, se recoge el filtrado y se extrae con 50mL de acetona. Este
proceso se repite sucesivas veces hasta completa extracciéon del color. Antes de
la homogeneizacion de las muestras de fruto, estas se mezclan con 50mL de
una disolucién saturada de bicarbonato sodio (p/v). El filtrado que contiene
los carotenoides se pasa a un embudo de decantacién de 1L y se afiaden
150mL de éter etilico y 200mL de disolucién de NaCl al 10% (p/v),

transfiriendo asi, los pigmentos de la fase acuosa a la organica.

La fase acuosa se transfiere a otro embudo con el fin de recuperar toda
la pigmentacién que pueda haber en la misma, repitiendo el proceso anterior.
Las fases organicas se retinen en un mismo embudo y se lavan varias veces

con 200mL de agua destilada.

Saponificacién: Al extracto de pigmentos disueltos en 50mL éter etilico

se adicionan 25mL de hidréxido de potasio en metanol al 20% (p/v), agitando

suavemente cada 15 minutos hasta completar una hora de reaccién. Tras la
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cual, la fase organica se lava con agua destilada hasta conseguir su
neutralidad. Se filtra a través de un lecho de Na>SOs; anhidro sélido y se
evapora el éter en rotavapor a temperatura inferior a 30°C. El extracto seco se
reconstituye con 1mL de acetona que se conserva en el congelador (-30°C)

hasta analisis.

Las muestras se centrifugan a 12000 rpm en tubos Eppendorff antes de

analizarlas por Cromatografia Liquida.
d) Separacién y Cuantificaciéon de Pigmentos Carotenoides por HPLC
Condiciones cromatogrdaficas:
Fase movil: se emplean como eluyentes acetona y agua desionizada a
una velocidad de flujo de 1,5mL/min. El programa de gradiente se recoge en la

Tabla 3:

Tabla 3: Programa de gradiente utilizado para determinaciéon
de carotenoides en el HPLC.

Tiempo (min) % Acetona % Agua

0 75 25
5 75 25
10 95 5
17 95 5
20 100 0
25 75 25

Fase estacionaria: columna Waters C18 fase reversa (Spherisorb ODS2),

250mm de longitud y 4,6mm de didmetro interno, tamafio de particula Sy,

protegida con precolumna de 100x4mm empaquetada con el mismo material.

Deteccién: UV-visible de 350 a 600nm. Se cuantifica en el maximo de
absorcién de los pigmentos carotenoides (450nm). El volumen de inyeccién es

de 10pL. La cuantificacion se lleva a cabo mediante patron interno.

-80 -



Material y Métodos

Cuantificacién de los pigmentos:

El método empleado para determinar la concentracion carotenoide de
las muestras ha sido el del patrén interno. Se utiliza un pigmento que esta
ausente del perfil carotenoide de la acerola, en este caso, B-apo-8’-carotenal,
que en las condiciones propuesta se separa bien del resto de los carotenoides.
El patron se adiciona antes de proceder la saponificacion de las muestras. Se
prepara una soluciéon patrén con concentraciéon de 124pg/mL en éter de
petroleo ligero 40-60°C. La cantidad exacta a anadir depende de la
concentracién carotenoide de la muestra. En los frutos maduros, inmaduros,

pulpa y zumo concentrado se afiadié 0,2mL y para el zumo listo O,1mL.

e) Obtencién de los Patrones

Preparacion de extractos:

Las disoluciones patréon de p-caroteno, p-criptoxanteno, luteina,
anteraxanteno, violaxanteno y neoxanteno se obtuvieron mediante extracciéon
de los pigmentos saponificados de productos naturales conocidos como la
menta o el pimiento. Se obtuvieron extractos saponificados concentrados de
pigmentos de estas fuentes y se sometieron a separaciéon y purificacién

mediante cromatografia en capa fina (TLC).

Cromatografia en capa fina (TLC):

Para la separacién de los carotenoides por TLC se preparan placas de
vidrio (20x20cm) revestidas de una capa de silicagel 60GF245 de 0,7cm de
espesor. Una vez secas al aire, se activan durante una hora en estufa a 120°C
antes del uso. De la disolucién madre del extracto del producto natural se
toma una alicuota de 200puL y se cromatografia utilizando como diluyente la
mezcla éter de petréleo 65-950C - acetona - dietilamina (10:4:1) para el
extracto saponificado. Completado el desarrollo de la placa, lo que suele durar
entre 15 y 30 minutos, se seleccionan las bandas de interés, se rascan y se

disuelven en acetona filtrando para eliminar la silice. La eluciéon de los
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pigmentos ocurre en orden inversa a su polaridad, avanzando con el
disolvente los hidrocarburos (B-caroteno), quedando retenidas las xantofilas

que son mas polares.

Para obtener cantidades suficientes de los pigmentos requeridos, se
repite las operaciones de cromatografiar, eluir, rascar y filtrar. La solucién de
cada pigmento encontrado se vuelve a cromatografiar en las mismas
condiciones para comprobar su pureza. Al final, todos los pigmentos son
disueltos en acetona y almacenados en oscuridad en el congelador hasta

cuantificacién y uso.

Cuantificaciéon de la disolucién patréon del pigmento:

La cuantificacion de cada disolucion de pigmento se realiza mediante
espectrofotometria UV-visible. Se registra la longitud de onda maxima del
pigmento (A max) que debe situarse en un intervalo de 0,2 y 0,8 unidades de
absorbancia, para obtener una buena correlaciéon de la ley de Lambert-Beer.
Una vez medida la absorbancia (A) y utilizando el coeficiente de extincién
especifico adecuado (g) para cada pigmento, se obtiene la concentracion de

pigmento de la disolucién (C).

C (g/mL) = A (A max)
£x 100

e) Expresiéon de los Resultados: cuantificacion de los pigmentos

carotenoides en las muestras de acerola

Tras conocer la concentraciéon de los pigmentos patrones, se preparan
distintas mezclas a partir de la disolucién madre y se anade siempre la misma
cantidad de la solucién del patrén interno. Las disoluciones resultantes se
evaporan en rotavapor a 30°C, se disuelven en 2mL de acetona y se conservan

a una temperatura de —20°C,
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Las soluciones standard se cromatografian y se representan para cada
pigmento, los valores de relacion de area de pico y de cantidad inyectada con

respecto al patrén interno, a fin de calcular el factor respuesta:

Peso; = FR; x Area;
Peso PI Area PI

Donde:
i = pigmento objeto de calibrado
PI = Patron Interno

FR; = Factor respuesta

La ecuacion nos permite la cuantificacién de cada componente en las
condiciones de separacion propuesta. La concentracion se expresa en pg/g de
peso fresco para el fruto, la pulpa y el concentrado y pg/mL para el zumo

comercial.
J) Valores de Vitamina A

Los valores de la vitamina A, se expresan como equivalentes del retinol
(RE). Se ha calculado segtun el NAS-NRC [Academia Nacional de Ciencias y
Consejo Nacional de Investigacion, 1989), siendo que cada 6 pg de B-caroteno
corresponde a 1 pg de RE. Considerando la actividad relativa de diversos
carotenoides con actividad de provitamina A presentes en fruta de acerola, se
ha considerado 100% para todo-trans-fB-caroteno y el 50% al resto de
carotenoides con actividad de provitamina A, segun la siguiente expresion

(Bauerfeind, 1972):

RE = ng de B-caroteno/6 + pg otro carotenoide con actividad provitamina A/ 12
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5.1 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LA ACEROLA

La acerola, ademas de ser una excelente fuente de vitamina C también
se considera buen aporte de bioflavonoides; de ahi su gran valor nutritivo y su
potencial uso antioxidante para prevenir enfermedades degenerativas como el

cancer (Mesquita y Vigoa, 2000).

Son escasos los estudios de la capacidad antioxidante de esta fruta. Los
investigadores se dedican principalmente al desarrollo de técnicas de
mejoramiento genético (Lopes et al, 2001; Salla et al., 2002), efectos del
tratamiento térmico (Assis et al, 2000), enriquecimiento de otros zumos con
acerola (Matsuura y Rolim, 2002; Hwang et al., 2001), cambios fisico-quimicos
durante la maduracién (Carrington y King, 2002; Nogueira et al, 2002),
influencia de las variables meteorolégicas (Gomes et al., 2002), identificacién
de componentes aromaticos (Boulanger y Crouzet, 2001; Pino y Marbot, 2001;
Vendramini y Trugo, 2000) y sobretodo, analisis de la vitamina C (Andrade et
al., 2002; Mezquita y Vigoa, 2000; Assis et al., 2001).

En la bibliografia encontramos numerosos métodos de medir la
capacidad antioxidante de frutas y vegetales. Hemos seleccionado los métodos

DMPD, ABTS, DPPH y ORAC por ser los mas comtinmente utilizados.

Se han aplicado 3 métodos de medida de actividad antioxidante cuyo
fundamento se basa en la desaparicién de un radical del medio de reaccién en
presencia del antioxidante. Estos métodos tienen pues en comun, la medida

de la actividad antiradicalaria del alimento.

Los métodos seleccionados se diferencian en el radical empleado (ABTS,
DPPH y DMPD).

Ademas el método ORAC se fundamenta en la pérdida de fluorescencia

de una proteina, la ficoeritrina, cuando es dafnada por los radicales peroxilo,
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es decir, se mide el dafno en una molécula diana y se considera en el apartado

5.1.3.

5.1.1 Medida de la Actividad Antioxidante: ABTS, DPPH, DMPD

Antes de realizar el analisis de la actividad antioxidante de la acerola es
preciso seleccionar las condiciones adecuadas. Es un fruto desconocido y la
falta de bibliografia acerca de su actividad antioxidante implica realizar
ensayos previos que garanticen una adecuada seleccion de la dilucién de la

muestra y del extractante a emplear.

Para comprobar la linealidad de la respuesta, elegir la dilucion y el
extractante apropiado para cada método ensayado, se han utilizado las

siguientes muestras: P1, P2, P3 de pulpa y ML, ME, AL, AE de zumo.

a) Linealidad de la Respuesta y Eleccién de la Dilucién Apropiada

Las muestras deben ser diluidas para que sus valores de absorbancia
se encuentren dentro de un intervalo lineal y presenten una respuesta

adecuada.

El intervalo de medida debe ser tal que, el limite superior sea la
maxima concentracion que presente una respuesta lineal y el limite inferior

sea la minima concentraciéon que produce una respuesta.

Para cada método se han ensayado 5-6 diluciones de cada muestra de
pulpa y zumo de acerola comprendidas entre 0 y 0,1:100. Los resultados se
expresan como porcentaje de inhibicién del radical frente a la dilucion
ensayada. Se ha comprobado, en todos los métodos, que el intervalo de
diluciones que presenta linealidad es muy estrecho de 0,1 a 3,0:100 y las

muestras deben estar diluidas hasta 300 veces (Figura 13).
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Figura 13:Relacién entre la muestra ensayada y el % de
inhibicién del radical (Método ABTS).

En las Tablas 5, 6 y 7 se muestra el intervalo apropiado de las

diluciones para la pulpa y el zumo ensayadas con diferentes extractantes.

Tabla 5: Intervalo de linealidad para el método DMPD.

Muestra Diluyente Dilucién x 100
P1 Agua 0.1-2.0
Metanol 05=15
P2 Agua 0.5-3.0
Metanol 0.5:=2.0
P3 Agua 0.1-2.0
Metanol 0.5-2.0"
Agua 0.1-1.0
ML Metanol 0.5-15
Agua 0.1-1.0
ME Metanol 0.1-1.0
Agua 0.1-1.0
AL Metanol 0.1=09:
Agua 0.3-1.0
AE Metanol 0.1-07

-88-



Resultados y Discusién

Tabla 6: Intervalo de linealidad para el método ABTS.

Muestra Diluyente Dilucién x 100

P1 Agua 0.1-0.5
Metanol 0:1=05

Py Agua 0.1-0.5
Metanol 0:1-05

P3 Agua 0.1-0.5
Metanol , 0.1-0.5

Agua 0.1-0.3

ML Hetanol 01403
Agua 0.1-0.3

ME Metanol S 0.1=04
AL Agua 0.1-0.4
Metanol 0.1-04

Agua 0.1-0.3

AE Metanol 0.1=04

Tabla 7: Intervalo de linealidad para el método DPPH.

Muestra Diluyente Dilucién x 100

P1 Agua 0.1-1.0
Metanol ' 0.5-1.7

P2 Agua 04-1.5
Metanol 04-20

P3 Agua 04-14
Metanol 05=-16

Agua 0.5-14

ML Metariol 0.5-13
Agua 04-12

ME Metanol ' 0.4-1.2
AL Agua 0.3-1.2
Metanol 0.5-14

Agua 0.3-1.1

AE Metanol 0411

A la luz de los resultados obtenidos, se puede recomendar realizar las
medidas de actividad antioxidante dentro de los siguientes intervalos de
dilucion. Asi, en el caso del método ABTS, parece razonable usar un intervalo
de 0.1 a 0.5 para la pulpa y 0.1 a 0.3 para el zumo. La dilucién recomendada
cuando se emplea el método DPPH es 0.4 a 1.5 y 0.3 a 1.2 para la pulpa y el
zumo respectivamente. Se pudo observar que en el método DMPD las
diluciones son 0.1 a 2.0 en el caso de la pulpa y de 0.1 a 1.0 en el caso del

zumao.
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b) Eleccion del Extractante

Para llevar a cabo la elecciéon del extractante se ensayaron agua y
metanol. Ambos extractantes fueron aplicados tanto a la pulpa como al zumo.
Tras el analisis estadistico de la varianza (ANOVA) de los valores de la
actividad antioxidante (expresados como TEAC) obtenidos, se comprobé que
no existian diferencias estadisticamente significativas entre los resultados
obtenidos con el agua y el metanol para los métodos ABTS y DMPD y si la
hubo para el método DPPH (Tabla 8), probablemente relacionada con la
afinidad del radical en medios acuosos. Asi pues, se ha utilizado agua como

extractante para todos los métodos analizados.

Tabla 8: Andlisis estadistico de varianza (ANOVA) entre los extractantes,
agua Yy metanol, para los métodos ABTS, DPPH y DMPD.

Método Muestra Diferencia Estadistica (p)
ABTS 2 min. Suipa 040
ABTS 15 min. Zﬁﬁi 8:;2?*
DPPH Zumo 0.016°
el o0

* valores estadisticamente diferentes

5.1.2 Aplicacion de los Método ABTS, DPPH y DMPD a las Muestras de

Acerola

En la Tabla 9 se muestran los valores de actividad antioxidante (TEAC -
Actividad Antioxidante Equivalente al TROLOX) para la pulpa y el zumo de
acerola extraidos en agua, utilizando los métodos ABTS y DPPH. Se representa
la media + la desviacién estandar del TEAC, de 5-6 diluciones diferentes y que.

estan dentro del intervalo de linealidad.
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Tabla 9: TEAC de la pulpa y zumo de acerola para los métodos ABTS y DPPH.

Muestra ABTS DPPH
TEAC 2 min= TEAC 15 min= TEAC equil>
P1 (lote 1) 64.76 £ 5.05 65.81 + 6.06 85.11 £ 3.30
P2 (lote 1) 51.11+2.10 51.47 +3.77 77.99 £3.28
P3 (lote 1) 46.16 + 1.78 46.62 + 2.87 74.36 £ 6.21
P4 (lote 2) 36.95+1.18 38.83£2.17 39.89£0.10
PS5 (lote 2) 38.80£1.00 41.84 +1.84 38.31£0.70
P6 (lote 2) 37.84+0.71 40.90 + 1.75 39.81 £1.00
ME (cosecha marzo) 90.28 + 6.24 94.86 £ 9.27 122.69 £ 8.15
ML (cosecha marzo) 76.13 £ 2.42 76.39 £ 3.86 95.70 £4.91
AE (cosecha abril) 91.76 £ 6.24 91.60 + 8.75 125.66 £ 8.37
AL (cosecha abril) 85.21 £ 8.27 85.80+9.18 112.98 £ 1.77
EE (cosecha enero) 81.50+2.26 83.50 £2.92 82.33+£1.82
EL (cosecha enero) 74.30£3.14 76.71 £3.58 91.80£1.35
ZL (zumo comercial) 2.03+0.28 2.34 £0.26 2.74 £0.36
ZC (zumo concentrado) 32.16 £0.71 33.88 £1.06 36.56 £ 3.08

Resultados y Discusién

2 Valor expresado en mM (mmol/kg de pulpa y mmol/L de zumo) + desviaciéon estandar.

Tras la aplicaciéon del analisis de la varianza (ANOVA), se ha constatado
que existen diferencias significativas (p>0,05) cuando se comparan los valores
TEAC de la pulpa (P1, P2, P3, P4, P5, P6) y del zumo procesado (ME, ML, AE,
AL, EE, EL). En general, la pulpa presenta una menor actividad antioxidante
que el zumo en ambos métodos ensayados. Para el caso de los zumos
envasados (ZC y ZL) su actividad antioxidante resulta menor que la de los

zumos preparados en el laboratorio.

Se han encontrado resultados similares para las cosechas de marzo,
abril (2002) y enero (2004). No se han observado diferencias significativas
entre las muestras de zumo obtenidas estrujando o licuando la acerola.
Respecto a las muestras de pulpa congeladas en diferentes lotes analizados
(P1, P2, P3 y P4, PS5, P6) son estadisticamente diferentes (p>0.05). Quizas este
comportamiento se debe al hecho de que fueron adquiridas en distintas

épocas del afio, pero del mismo proveedor.

En el método ABTS, algunos autores proponen realizar las medidas a

los 15 minutos para que los compuestos de reaccion lenta tengan suficiente
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tiempo (Cano et al., 1998; van den Berg et al., 1999). Sin embargo, tal y como
se puede comprobar, no existen diferencias entre los valores TEAC analizados
alos 2 y alos 15 minutos. Ello implica que los compuestos antioxidantes de la
acerola reaccionan mayoritariamente en la primera fase. Asi pues, se puede
recomendar realizar las medidas de la actividad antioxidante con el método

ABTS a los 2 minutos.

La acerola presenta valores TEAC muy elevados medidos con el método
ABTS cuando se compara con otras frutas o vegetales, como naranjas (5,8mM)
(Proteggente et al., 2003), gazpacho (1,2mM), sopa de verduras (0,8mM) (Arnao
et al., 2001), arandanos (38,3mM) y moras (26,5mM) (Sellappan et al., 2002).
Los resultados para el método DPPH evidencian una elevada actividad
antioxidante de la pulpa y del zumo y ambos son superiores a los valores
TEAC del vino (6-8mM) (Fogliano et al., 1999; Ghiselli et al., 1998), de las
infusiones de té verde (5,7mM) (Atoui, 2005) y de frutas como la granada
(28mM) (Gil et al., 2000).

Los valores TEAC obtenidos mediante el método DMPD para las
muestras: P1, P2, P3, ME, ML, AE, AL presentan gran variabilidad (Tabla 10).
El coeficiente de variacién, tanto de la pulpa como del zumo (18-32 y 8-20,
respectivamente) es elevado comparado con los resultados encontrados en los
métodos ABTS y DPPH (Tabla 8). Teniendo en consideracion los elevados
coeficientes de variacion, el método DMPD presenta una pobre
reproducibilidad, asi que no resulta ser el método de eleccion para el analisis

de la actividad antioxidante del fruto en cuestién.
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Tabla 10: TEAC de la pulpa y zumo de acerola para el método DPPH con diferentes

extractantes.
DMPD
Muestra  Extractante R
TEAC 10 mina
1 Agua 47.74+ 8.83
Metanol 48.66 + 15.42
P2 Agua 28.85 + 18.78
Metanol 57.38 £ 14.52
P3 Agua 33.83 £16.95
Metanol 69.26 £ 19.11
Agua 101.55 +6.59
ME &
Metanol 118.69+17.41
Agua 102.88 £ 11.93
ML &1
Metanol 82.30+ 15.84
AE Agua 124.07 + 18.01
Metanol 115.24 + 13.64
Agua 108.5+11.96
AL gu

Metanol 111.52 £20.51

5.1.3 Valor ORAC

El ensayo ORAC se ha utilizado ampliamente para medir la capacidad
antioxidante de frutas y verduras y para evaluar respuestas in vivo frente a
dietas ricas en estos compuestos mediante el analisis de la actividad

antioxidante del plasma (Cao et al.,1996; Wang et al.,1996).

Las Figuras 14 y 15 representan las curvas de descenso de la
fluorescencia de la proteina f-ficoeritrina a lo largo del tiempo en presencia del
radical peroxilo y de las muestras de acerola. Se observa (Figura 12), que las
muestras AL y ML presentan curvas de mayor area, sin embargo la dilucién ha
sido 1:2000, una vez que para las muestras AE, ME, EE y EL la dilucién ha

sido 1:4000, o sea, casi 2 veces mayor.

Para las muestras comerciales (ZL, ZC) se han utilizados factores de

dilucién de 1:130 y 1:1500, respectivamente.
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El comportamiento de las muestras de pulpa (Figura 13) es similar para
una misma dilucién; 1:3000 para la pulpa P1, P2, P3 y 1:2500 para P4, PS5,
P6.
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Figura 14: Representacion de la fluorescencia del Blanco, del TROLOX y

de las muestras de zumo de acerola frente al tiempo (Dilucién 1:2000 —
AL, ML y 1:4000 - AE, ME, EE, EL).
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Figura 15: Representacién de la fluorescencia del Blanco, del TROLOX y
de las muestras de pulpa de acerola frente al tiempo (Dilucién 1:3000 -
P1, P2, P3y 1:2500 — P4, PS5, P6).
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En la Tabla 11, se representa la media + desviacién estandar del valor
ORAC (expresado en mmol/L o mmol/Kg) por triplicado de la pulpa y del zumo
de acerola. Se ha observado que las muestras de pulpas congeladas y zumos
elaborados en el laboratorio (ME, ML, AE, AL, EE, EL) son estadisticamente
diferentes (p>0,05). Sin embargo, al comparar los valores del zumo en
diferentes procesados (ME, AE, EE - ML, AL, EL), no encontramos diferencia

estadistica.

Tabla 11: Valor ORAC # la desviacion estandar de las
muestras de pulpa y zumo de acerola.

Muestra ORACa
P1 58.83+£0.18
P2 47.42 £ 0.27
P3 46.75 + 0.23
P4 34.58 + 0.05
P5 34.87 +1.97
P6 40.40+£1.17
ME 85.39+£0.36
ML 50.57 £2.28
AE 76.71 £ 1.34
AL 57.52 £ 2.89
EE 77.14 £ 5.59
EL 83.03+2.25
ZL 1.26 £ 0.20
ZC 22.37+£0.73

2 Valor ORAC expresado en mmol/kg de pulpa y mmol/L de zumo

Cao et al. (1996) y Wang et al. (1996), encontraran valores de la
capacidad antioxidante que consideraron relativamente altos para la col
(17.7mmol/Kg), fresa (15.4mmol/Kg) y espinaca (12.6mmol/Kg). Segin Prior
et al. (1998), la cereza ha sido especificamente estudiada por presentar, en

algunos casos, valores de hasta 40-50mmol/Kg de fruta fresca.

En un estudio realizado por Howard et al. (2003), en diversos genotipos
de arandanos, los valores ORAC encontrados alcanzaron resultados de hasta
73.1 mmol/kg de fruta, datos muy parecidos a los hallados en los frutos de

acerola.
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5.2 DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICA

En este capitulo se analiza la composicién quimica del fruto de acerola.
Se han seleccionado los compuestos que presentan actividad antioxidante: la
vitamina C, los compuestos polifendlicos y los carotenoides. A cada uno de

ellos se les dedica un apartado en la presente memoria.

5.2.1 Analisis de la Vitamina C

La vitamina C se presenta bajo dos formas activas: el acido ascérbico
(AA) v su forma oxidada, el acido dehidroascérbico (DHAA). Durante el
procesado, el AA puede reversiblemente convertirse en DHAA, y ser hidrolizado
irreversiblemente a acido 2,3 dicetogluconico (2,3 DCG), sin actividad
vitaminica (Figura 11). Cuando hablamos de vitamina C nos referimos pues a

la suma de las dos formas activas (AA + DHAA).

H,0
o oo OH OH
| O. — 0. ] ] 0
HoC HC\\“ o -2H HaC—HG o Mt P I
H \ B — H -~

+2H H
HO OH o 0 o ©
AA DHAA
2,3 DCG

Figura 11: Estructura quimica del AA, DHAA y 2,3 DCG.

Los métodos cromatograficos para el analisis de vitamina C han sido
ampliamente utilizados. La cromatografia en capa fina y en papel fueron las
primeras; la cromatografia de gases ha demostrado buena linealidad y
exactitud. Pero sin duda, es la cromatografia liquida la que ha proporcionado
resultados mas satisfactorios en muestras de alimentos, biologicas y
farmacéuticas, con alta sensibilidad, especificidad y simplicidad (Furusawa,
2001; Gardner et al., 2000; Zapata y Dufour, 1992).
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Hemos elegido, para el analisis de la vitamina C de las muestras de

acerola la cromatografia liquida en fase reversa con detector de fotodiodos.

El método adaptado de Sdnchez-Mata et al. (2000) ha sido utilizado para
identificar y cuantificar la vitamina C de las muestras de pulpa y zumo de
acerola en diferentes procesados. El tratamiento de las muestras debe ser
efectivo para preservar el contenido en acido ascérbico total, una vez que esta

vitamina se oxida con gran facilidad.

5.2.1.1 Preparacion de las Muestras

Las muestras se prepararon en una solucién extractora de HPOjs,
quizas, la mas utilizada en analisis de AA en alimentos. La concentraciéon
(HPO3 al 3% - p/v) ha sido elegida para alcanzar valores de pH inferiores a 3,
consiguiéndose asi, segin Watada (1982), la estabilidad del AA y su completa

extraccion.

La presencia de 1mM de EDTA en la solucion extractora es importante
para aumentar la sensibilidad del método, considerando que el EDTA es capaz
de formar complejos con los iones metalicos del sistema y prevenir la

oxidacién del acido ascérbico.

5.2.1.2 Reaccion de Reduccion del DHAA a AA

Para cuantificar el contenido total de vitamina C (AA + DHAA) presente
en las muestras, en principio se ensaya el método descrito por Sdanchez-Mata
et al. (2000). Se anade 0,2mL de 20mg/mL de DTT (a-ditiotreitol) a 1mL de la
muestra diluida con solucién extractora y se mantiene durante 2 horas en
oscuridad. Es decir, se aflade directamente el extracto final sin ajustar el pH.
Comprobamos que la reacciéon resultaba bastante lenta. Asi, una solucién
estandar de 0,05mg/mL de DHAA disuelta en la solucién extractora se tratd

con 0,2mL de 2% DTT y se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla __).
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Tabla __. %de reduccién del DHAA a lo largo del tiempo.

Tiempo (horas) DHAA (concentraciéon) % de reduccion

0 0.05 mg/mL 0
2 0.006 mg/mL 12
4 0.01 mg/ mL 20
24 0.025 mg/mL 50

La cinética lenta de la reacciéon de reduccién hace que este método no

se considere viable.

Por otro lado, diversos autores obtuvieron una velocidad de reduccién
méaxima del DHAA utilizando reductores como DTT u homocisteina a un pH
neutro entre 6,5 - 6,8 (Park, 2001; Okamura, 1980). Por ello, se lleva a cabo el
analisis de la vitamina C de las muestras de acerola modificando las
condiciones del pH y basandonos en el procedimiento descrito por Kim (1989).
Asi pues, 1mL de la muestra diluida (con HPO3 al 3% + 1mM EDTA) se trato
con 0,2mL de DTT (0,2% en tampoén fosfato 0,2M a pH 7) y con 0,1mL K>PO4 al
45%; la reaccién se mantuvo por 10 minutos en oscuridad y se acidificé con
0,2mL de H3PO4 2M antes de la inyeccion en el cromatégrafo, hasta el pH 2,6
(Tabla __).

Tabla __. %de reduccion del DHAA a lo largo del tiempo.

Tiempo (minutos) DHAA (concentracién) % de reduccién

0 0.05 mg/mL 0
10 (ensayo 1) 0.0475 mg/mL 95
10 (ensayo 2) 0.045 mg/ mL 90
10 (ensayo 3) 0.0465 mg/mL 93

Graham y Annette (1992) cuantificaron la vitamina C de patatas y
fresas, empleando una solucion de K:PO4 al 45% para la neutralizacion de los

extractos y encontraron un porcentaje de reduccion satisfactorios.
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Las modificaciones propuestas en este trabajo para asegurar un pH
neutro y no diluir excesivamente el extracto final de la muestra, han
conseguido resultados del 90-95% de reduccién al anadir 0,05mg del patrén
de DHAA a ImL de muestra diluida en solucién extractora después de un
tiempo de 10 minutos de reaccion. Ello indica que el método es eficiente para
determinar vitamina C en muestras de acerola a las que previamente se les

habia determinado el contenido en DHAA.

5.2.1.3 Identificacion y Cuantificacion del AAT en las Muestras

El pico de AA eluye a un tiempo de retenciéon de 4 minutos. La deteccién
y la pureza de los picos se verifico mediante la comparaciéon de los espectros

de absorcién UV con los patrones de AA (Figura 12).

.25 |
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Tigmpo (minutos)

Figura 12: Cromatogramas obtenidos de una muestra de zumo de
acerola AL (A) y del patrén de AA (B).

Para la cuantificaciéon del acido ascérbico total (AAT) de las muestras, se
utilizaron las rectas de calibrado detalladas en Material y Métodos. Los

resultados se recogen en la Tabla 4.
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Tabla 4: Valores de AA inicial, DHAA y AAT en mg/ 100g y mg/ 100mL # desviacion

estandar para las muestras de pulpa y zumo de acerola respectivamente.

Muestra AA inicial DHAA AAT
P1 904 + 0.21 16 £ 0.10 920
P2 816 +0.12 40+ 0.21 856
P3 768 £ 0.22 08 £ 0.02 776
P4 565 +0.14 102 £ 0.47 667
P5 478 + 0.27 164 + 1.04 632
P6 531 +£0.14 110 £ 0.85 641
ME 824 +1.23 120 + 1.25 944
ML 1000 + 1.52 48 + 0.42 1048
AE 1000 + 1.85 40 + 0.33 1040
AL 856 + 0.47 96 + 0.52 952
EE 1341 + 1.44 430 £ 2.23 1771
EL 1449 + 2.01 348 + 1.41 1797
ZL 042 + 0.04 001 £ 0.00 43
ZC 444 + 0.24 019 £ 0.00 425

Los valores encontrados de AAT para la pulpa y el zumo de acerola se
encuentran entre los valores: 632 — 920mg/100g y 43 — 1797mg/100mL

respectivamente.

Segliin datos de la literatura, el estado de madurez de la fruta en el
periodo de cosecha influye en el contenido de vitamina C. Diferentes estudios
constataron que el valor del AA puede variar de 695 a 4827mg/100g (Gomes et
al., 2000; Santos et al, 1999). Nogueira et al. (2002), explican que esa
variacién esta relacionada con el grado de madurez de los frutos, presentado

los frutos verdes valores superiores a los maduros.

Oliveira et al. (1999), evaluaron los parametros de calidad fisico-quimica
de pulpa congelada de acerola y encontraron valores para la vitamina C que
oscilan entre 470,24 y 1655,53mg/100g. Los autores atribuyen a las técnicas
de procesado la causa de la variabilidad de los datos, lo que puede justificar
los bajos valores de AAT encontrados para las muestras ZL (42mg/100mL) y
ZC (444mg/100mlL)

La cantidad encontrada de DHAA con relacién al AAT es pequena; 8 +

0,02 - 164 + 1,04mg/100g para la pulpa y 1 + 0,00 - 430 + 2,23mg/100g para el
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zumo. En la acerola, el acido ascérbico es el principal compuesto de la
vitamina C, suponiendo méas del 85% de su contenido total (Carvalho y
Manica, 1993). Por lo tanto, el DHAA a pesar de su papel importante en las
células como posible regenerador del AA (Wilson, 2002), no esta bien

representado en este fruto.

Cuando se comparan los resultados encontrados de AAT de la pulpa
(632 -~ 920mg/100g) y del zumo elaborado manualmente (944 — 1797mg/mL)
de acerola con otros zumos de frutas, como naranja (51,6 + 2,2mg/100mL),
pomelo (27,4 + 1,5mg/100mL) y limén (32,7 + 1,5mg/100mL) (Ashoor et al.,
1984) comprobamos que gran parte de las muestras estudiadas poseen un
contenido en vitamina C significativamente superior a ellos. El camu-camu,
una fruta cultivada en la region Amazoénica de Perti y Brasil, presenta también

un alto contenido de esta vitamina (hasta 4000mg/100g) (FAO, 1992).
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5.2.2 Compuestos Polifendlicos

La composicién fendlica de la acerola es practicamente desconocida.

Cuando se inici6 este estudio no existia ninguna referencia, asi pues, el

trabajo se plante6 de la siguiente manera: en primer lugar se determiné el

Indice de Polifenoles Totales (IPT)como primera aproximacién. Al ser la acerola

un fruto de color rojo se procedi6 al analisis de los antocianos totales.

Posteriormente, acometimos la separacion en fase sélida para poder discernir

qué grupo de fenoles es mas representativo y con mayor influencia en la

actividad antioxidante. Se separan los acidos fendlicos, los flavanoles y

flavonoles. Tras estos resultados se procedié a la identificacion de ciertos

compuestos polifenoles mediante HPLC-DAD.

5.2.2.1 Indice de Polifenoles Totales

El Indice de Polifenoles Totales (IPT) expresa el contenido total de

polifenoles que presentan las muestras estudiadas. La Tabla __, representa el

IPT de las muestras de acerola.

Tabla __. IPT de las muestras de acerola.

Muestra IPT =
P1 751+ 14
P2 526 + 12
P3 643+ 10
P4 452+ 10
P5 487 + 8
P6 501 £ 14
ME 805+ 17
ML 973 + 20
AE 1045 + 41
AL 1059 £ 52
EE 1150 £ 92
EL 1042 £ 47
ZL 140+ 2
zC 3775

2mg/100g o mg/100mL de acido galico de pulpa y zumo respectivamente + desviacién estandar.
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Se comprueba que los valores del IPT de la pulpa congelada estan entre
452 + 10 y 751 + 14mg/100g, datos estos, inferiores al zumo elaborado
manualmente (805 + 17 a 1150 + 92mg/100mL). El zumo comercial y el zumo

concentrado presentaron valores de 140 + 2 y 377 + 5, respectivamente.

Al comparar los resultados del IPT de la pulpa y el zumo producido
manualmente con otras frutas como caqui (1,45 mg/100g), pina (1,34 *
0,04mg/100g), mango (1,64 el £+ 0,04 mg/100g) y la guayaba (4,95 *
0,05mg/100g) (Gorinstein et al, 1999), observamos que las muestras de
acerola presentan valores muy superiores. Tsau e Yang (2003) hallaron
contenido alto de IPT cuando analizaron la cascara de la manzana (20,12
mg/100mL), sin embargo para el zumo de esta fruta estos valores son muy

inferiores (0,62 mg/100mL).

5.2.2.2 Determinacion de Antocianos Totales
En la Tabla 18, se indican los valores de antocianos totales, indice de

polifenoles totales (IPT) y de la Fraccion 2 de las muestras de acerola
(P1,P2,P3, ME, ML, AE, AL).

Tabla 18. Valores de antocianos totales de las muestras de pulpa y zumo de acerola.

Muestras Antocianos Totales?
P1 2.82+0.11
P2 2.72 £ 0.21
P3 2,70+ 0.17
ME 5.23+0.02
ML 4.69 + 0.00
AE 4.97 £0.01
AL 5.03+0.02

amg/100g o mg/100mL de cianidina 3-glucésido de pulpa y zumo respectivamente + desviacion estandar.
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Se observa que los valores de antocianos totales de la pulpa que es de
color amarillo (2.75 + 0.06) y del zumo (4.90 £ 0.18) son menores que los de
otros zumos de frutas como de fresa (55,7 mg/100mL — Torreggiani et al, 1999)
y naranjas sanguinas (12,8 — 21,7 mg/100mL, Mondelo et al., 2000). Prince y
Wrolstad (1995) encontraron cantidades de antocianos excepcionales de zumo
de una variedad de bayas denominada “Royal Okanogan Huckleberry” (530
mg/100mL). Lima et al. (2003) obtuvieron valores que varian de 3,79 a
59,74mg/ 100g de pulpa de acerola.

Los antocianos, como muchos otros pigmentos naturales, son
inestables frente a diversos factores, como: temperatura, oxigeno, pH, enzimas
0 interacciéon con otros componentes de los alimentos. Generalmente, en
condiciones acidas, son mas estables, pero cuando degradados sufren una
pérdida del color, seguida de la formacién del color marrén y productos
insolubles (Hendry y Houghton, 1996; Bridle y Timberlake, 1997).

La forma del procesado de la fruta influye en su contenido en
antocianos totales, una vez que al licuar, estrujar o extraer la pulpa, se
elimina la piel que es de color rojo y supone la parte del fruto que concentra
los antocianos. Vendramini y Trugo (2004), hallaron valores de 37,5mg/100g
de antocianinas en la piel de la acerola y sugieren que este subproducto de la
elaboracién de pulpa y zumos comerciales puede ser utilizados como fuente de
pigmento natural. Los antocianos caracterizados por estos autores en la piel
de la acerola fueron: malvidina 3,5-diglicosilada, cianidina 3-glicosilada y

pelargonidina.

El zumo presenta el doble de los valores de antocianos totales que la
pulpa. Es importante destacar que al preparar el zumo manualmente, este
quizas, estuvo mas tiempo en contacto con la piel del fruto y asi, se puede

extraer mas los antocianos presentes en esta (Tabla 18).
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Las familias fendlicas se separaran con extracciéon en fase sélida. Se

obtuvieron tres fracciones que corresponden a: acidos fenoélicos (F1), flavanoles

y antocianos (F2) y flavonoles (F3).

En la Tabla __

polifendlicas de las muestras estudiadas.

se muestra el IPT de cada una de las fracciones

Tabla __. IPT de las fracciones F1, F2, F3 y de las muestras y % de contribucion.

Muestra Fle F2e F3e ZFe ﬂeiirz Contr(iyboucién
P1 364 +21 524 3+£0.00 319 751 £ 14 55.79
P2 266 + 45 51+2 0£0.00 317 526 £ 12 60.27
P3 317 £28 54 £2 1+£0.00 372 6.43+ 19 58.86
P4 235+ 22 1051 3+£0.00 343 452 £ 21 75.88
P5 254 + 24 1021 7+0.10 363 487 £ 41 74.54
P6 300 31 85+2 2+0.12 387 501 +14 79.24
ME 413 £ 47 40+ 1 4 +£0.00 466 805 £ 17 57.89
ML 462 £ 56 531 1+0.00 516 973 + 27 53.03
AE 486 + 58 1692 8+ 0.01 6.63 1045+ 41 63.45
AL 571+ 31 26+ 0.4 4+0.1 6.01 1059 £+ 52 56.75
EE 521 + 44 90 £ 2 8+0.2 6.19 1150 + 92 53.83
EL 447 + 26 203+4 6+0.1 6.56 1042 + 47 62.96
ZL 23+0.3 3z0.1 -- 0.26 140 £ 2 18.57
/e 105+ 21 42+0.8 6+0.2 1.93 377+£5 51.20

2mg/100g o mg/100mL de acido galico de pulpa y zumo respectivamente + desviacién estandar.

Se observa que la suma de las tres fracciones contribuyen con 55-89% y

53-63% del IPT de las muestras para la pulpa y el zumo, respectivamente. En

el caso del zumo comercial (ZL) esta contribucién es de 18% y para el zumo

concentrado de 51%. Se ha constatado que la F1 es la fraccion mayoritaria

para todas las muestras ensayadas, por lo tanto es la que mas contribuyen al

IPT.
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5.2.2.4 Determinacién de los Compuestos Fenoélicos por CLAE

Condiciones de Identificacién

Las muestras se inyectaron directamente en las condiciones descritas
anteriormente (p. __) sin mas tratamiento previo de centrifugacion y filtracion

(pulpa y zumo concentrado) o solamente filtracién (resto de las muestras).

Se ensayaron los acidos fenélicos y cinamicos disponibles en el mercado
como patrones puros y los compuestos flavonoides mas habituales descritos,

en total 37 compuestos.

Los compuestos se identificaron por la comparacion del tiempo de
retencion y del espectro UV del pico con el del estandar correspondiente (Tabla
19). Para verificar una correcta identificacién, se procedié6 a sembrar las
muestras con el patréon comprobando que el area del pico aumentaba. Si se
obtenia un pico Unico se comprobé la pureza del mismo verificando la

homogeneidad espectral a lo largo de todo el pico.

Tablal9: Compuestos identificados, numero de pico, tiempo de retencion (tr) y Amaximo:

N° de Pico Compuestos tr Amaximo
1 Furfural 20.5 278.8
2 Procianidina B1 25.7 281.2
3 Acido 5-0 cafeoilquinico (Acido clorogénico) 34.0 326.3
4 Galato de epigalocatequina 37.8 276.5
S (+)- epicatequina 40.2 278.8
6 Rutina 52.1 257.5/355

Se ha incluido en esta Tabla el furfural, a pesar de que no es un
compuesto fenélico, porque presenta caracteristicas espectrales similares a los

compuestos fendlicos.
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Figura 24. Identificacién de los polifenoles de una muestra de zumo de acerola. 1.
Furfural, 2. Procianidina B1, 3. Acido Clorogénico, 4. Galato de Epigalocatequina, 5. (+)-
Epicatequina, 6.Rutina.

Como se observa (Figura 24), el cromatograma muestra un mayor
numero de compuestos, algunos de ellos tienen espectros UV parecidos a
estandares conocidos de compuestos fenodlicos o productos de la reaccién de
Maillard (Tabla 20). Sin embargo, cuando se sembré la muestra se constatd

que no corresponden a ninguno de estos compuestos.

Tabla 20: Patrones fendélicos ensayados, tiempo de retencion y Amaximo:

Patrones ensayados Tr Amiximo
(+)- catequina 28.9 278.8
Acido cafeico 34.8 323.9

Acido siringico 35.7 276.5
5 metilfurfural 36.4 293
Aldehido vainillico 38.0 281.2/309.7
Acido p-cumarico 44.2 309.7
Acido fertlico 46.3 323.9
Kaempferol 65.9 267/365.4

Para comprobar si los compuestos de espectro parecidos eran ésteres de

los fenoles se someti6é la muestra de zumo de acerola a hidrélisis acida (1:1

—

CITA). No obstante, los

HCl pH 2, 30 minutos y 1 hora en ultrasonido
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cromatogramas obtenidos tras la hidroélisis no tienen ninguno de estos acidos

fenolicos (Figura 25).
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Figura 25: Cromatograma de una muestra de zumo de acerola antes y después de la
hidrélisis acida.

De los picos no identificados hay cuatro que tienen un espectro similar
a dimeros de catequina y epicatequina. Estos se cuantifican como
procianidina B1 (Tabla 21). Otros cinco se cuantifican como rutina, ya que
presentan espectro de absorcion UV similar. Se debe tratar de diferentes mono
o diglicésidos de la quercetina por unién del azicar en la posiciéon OH libre del

anillo C (Tabla 21).

Ademas del acido 5-O cafeilquinico (tr = 34 minutos), encontramos otro
pico a 33,4 minutos con caracteristicas espectrales casi idénticas. Ambos se
cuantifican como acido clorogénico, siguiendo el criterio (Clifford, 2003) de que
los acidos clorogénicos son una familia de esteres que se forman entre ciertos

acidos trans-cinamicos y el acido quinico.
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Compuesto analogo Tr Amiximo
17.8 281.2
.. 19.1 281.2
Procianidina B1 31.0 0810
36.1 281.2
Acido clorogénico 33.4 326.4
47.7 257.5/352.6
56.6 257.5/355
Rutina 58.0 255.5/355
60.0 257.5/357
63.7 257.5/355.2
56.6 257.5/355
Cuantificacién:

Los compuestos identificados (6 en total) se cuantificaron mediante

calibrado externo con el estandar correspondiente. Las rectas de calibrado

obtenidas se muestran en la siguiente Tabla 22.

Tabla 22: Ecuaciones de las rectas de calibrado.

Compuesto Ecuacién Coeficiente de
Variacién (1)

Furfural y =-388.10% + 7556.102 x 0.998
Procianidina B1 y =-6211 + 22564 x 0.999
Acido 5-O cafeoilquinico (acido clorogénico) y =-107.103 + 2194.102 x 0.988
Galato de epigalocatequina y =-481.10%3 + 1179.102 x 0.999
(+)- epicatequina y =-150.10% + 46028 x 0.997
Rutina y =-246.10% + 68543 x 0.994

Los compuestos de espectro similar se han cuantificado suponiendo que

son analogos y que presentan el mismo coeficiente de extincion molar, asi, se

han usado para cuantificar las rectas del clorogénico, procianidina Bl y

rutina.

En las Tablas __ y __ se muestran los resultados obtenidos para las

muestras de zumo y pulpa de la presente memoria. Se incluyen en estas

Tablas todos los compuestos que han sido identificados:
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Muestras de Zumos (mg/100mL)

Compuestos
ME ML AE AL EE EL ZL zC
Furfural - - - - - - 0.15 £ 0.02 -
Procianidina B1 1.86 £ 0.24 1.44+0.33 1.03£0.19 1.23+0.08 8.53+0.15 5.59+0.32 - --
Acido Clorogénico - 0.07 £ 0.00 - 0.48 + 0.00 -- 0.16 + 0.00 0.18 £+ 0.04 -
Galato Epigalocateq 0.79+0.06 0.74 £ 0.01 - 0.78 £ 0.04 1.40+0.03 0.53+0.00 - 3.19+0.10
Epicatequina - - - - - - - 1.38 £ 0.06
Rutina 0.58 + 0.06 1.43 £0.37 0.70 £ 0.05 0.60+0.01 1.02 £ 0.07 1.09 £ 0.23 0.47 £ 0.04 0.5910.10
Tabla 24: Composicién fenélica de pulpas de acerola
Compuestos Muestras de Pulpa (mg/100g)
P1 P2 P3 P4 PS5 P6
Furfural - - _ - - —
Procianidina B1 2.20+0.08 3.19+0.30 1.38 £ 0.03 1.58+0.10 2.17+0.21 1.77 £ 0.30
Acido Clorogénico - - - - - -
Galato Epigalocateq - 0.89 £ 0.05 - - - -
(+)- Epicatequina - - - - - -
Rutina 1.05+0.10 0.90+ 0.15 0.96 £ 0.02 1.75+0.06 1.71 £ 0.02 3.011£0.13

El furfural es un compuesto que se forma por la reaccién de Maillard.
Cuando analizamos las Tablas 23 y 24, se ha detectado que el furfural solo
aparece en una muestra comercializada y que su presencia se debe
probablemente a la caramelizacion de los azicares del zumo cuando este ha
sido pasterizado. Tampoco se ha detectado 5-hidroximetilfurfural, compuesto
que suele aparecer en el proceso de pasterizacion de los productos (Ciolino,

1998).

En las muestras de pulpa (Tabla 24), los polifenoles presentes son
mayoritariamente la procianidina B1 y la rutina. En el zumo, ademas de estos
compuestos, se presentan el acido clorogénico, el galato de epigalocatequina y
la epicatequina. Segin Antolovich et al. (2000), el perfil polifenédlico es
caracteristico de cada especie de fruta mientras que las diferencias entre la
variedad y el clima son de importancia secundaria. Estos autores también
discuten la distribucién de los compuestos fendlicos entre las diferentes partes
de la fruta que difieren cualitativamente y cuantitativamente. Cuando
analizamos las distintas cosechas, en general, se hallaran concentraciones

mas altas en las muestras del mes de enero (EL, EE).
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Hay que destacar que los valores obtenidos para el zumo presentan una
mayor variabilidad, probablemente debido a que se procesaron manualmente
en el laboratorio en tanto que los valores de pulpa son mas homogéneos una

vez que esta era comercial.

En la bibliografia son escasas las informaciones sobre la caracterizacion
de los fenoles de la acerola, de hecho, hasta el momento, hemos encontrado
apenas un estudio con este objetivo. Vendramini y Trugo (2004), determinaron
los compuestos fenoélicos del fruto de acerola e identificaron el acido p-
cumarico, acido ferulico, acido cafeico, acido clorogenico, Kaempferol y
quercitina. No obstante, los autores utilizaron para los analisis un
cromatografo con detector UV con longitud de onda fija sin diodo siendo
posible la confusién que en este trabajo se ha evitado sembrado las muestras

para comprobar si los picos eran los compuestos identificados.

5.2.2.5 Identificacion y Cuantificacion de Carotendides: Influencia del

Procesado

Se han separado 17 carotenoides por TLC y HPLC. Para identificarlos se

han usado diferentes criterios:

a) Por comparaciéon de los espectros UV-visibles y tiempos de retencién
con los patrones puros. En el caso de que estos no sean comerciales
los datos espctrales empleados en la identificacion son los descritos

en la bibliografia.

b) Para completar los criterios de identificacién se ha realizado tests de
derivacién en micro escala, tras €l aislamiento por TLC, para
separar los grupos 5,6-epoxido, hidroxil y carbonil. Se identificaron

trazas de criptoxantina-5,6-epoxido y criptoxantina-5,8-epoxido.

c) También se han realizados ensayos de epoxido con los extractos de

pigmentos, analizando los resultados antes y después de la adicion
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del HCL En las Tablas 25 y 26 se muestran las propiedades
cromatograficas y espectrofotométricas de los carotenoides hallados
en la acerola y sus productos derivados, respectivamente. La Figura
26 representa el cromatograma obtenido de la esterificacién del
extracto carotenoide de la fruta madura. Todas las muestras
analizadas, fruta y productos industrializados, presentan un perfil

cromatografico similar para la mayoria de los carotenoides.

Tabla 25: Caracteristicas cromatograficas usadas para la identificacion de carotenoides
en frutas de acerola. Adsorbente cromatogrdfico para TLC: Silicagel 60GF2s4. Sistema de
solventes: a) éter de petréleo ligero (40-60°C}-acetona—dietilamina (10:4:1), b} hexano—

etil acetato—etanol-acetona (95:3:2:2), ¢) benceno—acetona (4:1)

Datos espectrofotométricos, Test Epoxido
' TLC Amax{nm) Banda
Carotenoides Sistema  Valor Eter de Hipsocréomica Acetilacién Reduccién
de Re Petroleo Ligero Etanol (nm) después
solventes 40-60°C del
tratamiento
con HCl
Neoxantina A 0.23 412, 436, 466 410, 436, 466 14 + -
Violaxantina A 0.34 416, 468, 502 414, 436, 466 40 + -
Luteina A 0.41 418, 442, 470 418, 442, 472 0 + -
B-Criptoxantina B 0.85 (424), 448,474 (428), 446, 470 0 + -
B-Caroteno A 1.00  (426), 444,470 (426), 448, 476
Anteraxantina A 0.42 424, 442, 470 (426), 444, 472 18
Mutatoxantina C 0.25 (404), 424,454 (406), 426, 456 0
Neocromo A 0.19 399, 418, 446 400, 418, 446 0
Luteoxantina A 0.28 402, 426, 448 400, 420, 446 20
Auroxantina A 0.41 378, 400, 424 380, 400, 422 0
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Tabla 26: Propiedades espectroscépicas principales de los carotenoides obtenidos de la

acerola por HPLC.

N° Picoa Carotenoides tr (min) Amax (nm)b.c %I11 /11d
1 Neoxantina 3.51 416, 440, 470 85
2 Neoxantina isomero 4.73 416, 440, 470 86
3 Neocromo 5.04 402, 426, 452 76
4 Neocromo isomero 5.37 402, 424, 452 74
5 Violaxantina 7.02 420, 444, 472 96
6 Violaxantina isomero 7.75 418, 440, 468 926
7 Luteoxantina 8.26 400, 420, 448 112
8 Auroxantina 9.05 382, 404, 448 97
9 Anteraxantina 9.15 428, 448, 476 52
10 Mutatoantina 9.42 408, 430, 456 48
11 Luteina 10.19  (426), 450, 476 55
12 cis-Luteina 10.39  (422), 444, 470 50
13 Crptoxa‘nt.ina-S,S- 11.39 (402), 424, 450 55

epoxido
14 Criptoxa‘ntfina—5,6— 11.75 (424), 448, 476 40
epoxido
15 B-Criptoxanthina 12.62  (428), 452, 478 26
16 B-Caroteno 14.07 (428), 452, 478 20
17 cis-B-Caroteno 15.27  (424), 450, 474 15

2 Numerado de acuerdo con el cromatograma descrito en la Figura 1
b Obtenido con detector de fotodiodos

¢ El paréntesis indica un hombro
4%III/11. Calculado segiin Britton (1995)
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Figura 26: Cromatograma obtenido a 450nm por desesterificacién del extracto
carotenoide de la fruta madura. Picos identificados: 1. neoxantina; 2. isémero de
neoxantina, 3. neocromo; 4. isomero de neocromo; 5. violaxantina; 6. isémero de

violaxantina; 7. luteoxantina; 8. auroxantina; 9. anteraxantina; 10. mutatoxantina; 11.
luteina; 12. cis-luteina; 13. criptoxantina-5,8-epéxido; 14. criptoxantina-5,6-epéxido; 15.
p-criptoxantina; 16. B-caroteno; 17. cis-S-caroteno.

Cambios en el perfil carotenoide durante la maduracion de la fruta:

La composicion carotenoide de la fruta ha sido analizada en tres
estadios consecutivos de maduracion: envero (E), fruto maduro (M) y
sobremaduro (SM). En la Tabla 27 se resumen los cambios de la composicion
carotenoide durante la maduracion y en la Figura 27 se describe el camino de
la biosintesis carotenoide de la acerola, que se propone tomando como
referencia la secuencia de los cambios en la estructura de los pigmentos
durante la maduracién. Se describe también la transformacién de los

pigmentos con grupo final 5,6 - epoxido en 5,8-epoxido como resultado de la
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liberacién de acidos organicos (mayoritariamente vitamina C) durante la
sobremaduracion y procesado de la fruta. No obstante, la via propuesta es
comun a la mayor parte de los frutos en que predominan los carotenos,

hidroxi y epoxi xantofilas (Gross, 1987).

Tabla 27: Composicién carotenoide y valores de Vitamina A en frutas de acerola en
diferentes estadios de maduracién.
Concentracion (ug/100 g fruto fresco)?

Carotenoides Envero Madura Sobremadura
(E) (M) (SM)

Neoxantina 10.96 £ 0.94 21.59 £ 1.21 39.73+£1.89
Neocromo 6.25 +0.17 13.42 £+ 0.47 9.15+£0.32
Violaxantina 17.60 + 0.70 151.34 £ 8.03 395.33+16.73
Luteoxantina 1.12+0.01 48.30 + 2.05 5490 £ 2.34
Auroxantina 1.06 £ 0.02 21.82+0.78 5.36 £ 0.08
Anteraxantina 3.53+£0.75 21.79 £0.61 31.81+1.78
Mutatoxantina 1.27 £ 0.25 8.32 £ 0.29 11.04 £ 0.31
Luteina 78.22 + 14.53 144.69 + 6.21 99.21 + 10.21
cis-Luteina 2.96 + 1.38 11.84 £ 0.60 8.72+0.11
Criptoxantina-5,8-
epoxidp - - tra
Criptoxantina-5,6-
epoxido - - tr
B-Criptoxanthina 16.36 + 2.28 108.33 £ 5.39 417.46 £ 17.11
-Caroteno 109.19 + 18.00 783.88 + 47.21 536.55 + 27.31
cis-p-Caroteno 6.29 + 2.32 61.31+11.20 36.62 + 5.90
Total 254.22 + 39.03 1396.63 £ 84.05 1645.88 £ 84.09
Vit A (RE/100 g {) 20.09 £ 3.38 144.78 + 8.41 127.26 + 6.47
Valor ORAC (uM TE) 93.42 £ 5.96 173.77 + 17.76¢

2Media + Desviacion Estandar (n=3)
b tr: trazos.

¢ Datos correspondientes a los extractos combinados (proporcion 1:1) del fruto maduro (M) y sobremaduro

(SM).
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Figura 27: Esquema de la via biosintética carotenoide de frutos de acerola y
modificacién de los carotenoides que contienen grupos 5,6-epéxido durante el
procesamiento y almacenamiento.

El B-caroteno, B-criptoxantina, luteina y violaxantina estan presentes en
todas las frutas y sus productos derivados ensayados, resultados que
corresponden a otros estudios de carotenoides en frutos de acerola (Azevedo-
Meleiro y Rodriguez-Amaya, 2004; Agostini-Costa et al., 2003; Godoy y
Rodriguez-Amaya, 1994; Cavalcante y Rodriguez-Amaya, 1992). Entre ellos, el
B-caroteno se ha destacado en todas las muestras analizadas (40 a 60% del
contenido total de carotenoides), presentando valores de hasta el 75% en el
caso del zumo. Neoxantina, neocromo, luteoxantina, auroxantina,
anteraxantina, mutateoxantina, cis-luteina, cis--caroteno, criptoxantina-5,6-
epoxido y criptoxantina-5,8-epoxido fueron encontrados en menor cantidad,

no excediendo del 5% del total de carotenoides en ciertos casos. Durante el
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envero, el B-caroteno y la luteina fueron los pigmentos mayoritarios, con un 46
y 33% respectivamente, seguidos por violaxantina y neoxantina (17,60 y 10,96
en cada caso). El perfil de estos pigmentos guarda relacién con la presencia de

cloroplastos, que se transforman en cromoplastos durante la maduracion.

Como resultado de la maduracion, en el fruto sobremaduro, hubo un
aumento acusado del contenido total de carotenoides (6,88 veces). En este
estadio, no desaparecié ninguno de los pigmentos y tampoco hubo biosintesis
de nuevos, a excepcioén de la formacién de 5,8-epoxidos y sus derivados. Se
constaté un aumento general en la ruta biosintetica que da lugar a los
carotenoides de la serie B-B (con B-caroteno como precursor comun) sobre la
ruta principal de la serie de los B-¢. Durante la maduracién, el B-caroteno y la
criptoxantina aumentan desde 109,19 y 16,36ug/100g f (peso fresco) hasta
536,55 y 417,46 pg/100g f respectivamente. La luteina, el inico componente
de la serie B-¢, aumenta de 78,22 a 99,21 pg/100g f. En el caso de las frutas
maduras, ésta se diferencia por aumentar (3-4 veces) los contenidos de B-
criptoxantina y violaxantina. En el fruto sobremaduro, ocurre ya una

disminucién en B-caroteno, que actiia como precursor comun de ellos.

Los pigmentos que presentan grupos 5,6-epoxido (violaxantina,
neoxantina, anteraxantina, criptoxantina 5,6-epéxido) se encuentran
parcialmente transformados en el correspondiente derivado 5,8-epdxido
debido a la reorganizacién interna de los grupos 5,6-epdxidos en grupos 5,8-
furanoides, catalizados por acidos liberados durante el ablandamiento de las

frutas sobre maduras.

La proporcién de isomeros cis de carotenoides con respecto al total de
las formas trans fue casi constante durante todo el proceso de maduracion.
Asi, las formas cis-B-caroteno suponen 6,4-7,3% con relacién a todas las
formas trans-B-caroteno, y las formas cis-luteina en 7,6-8,1% la para la fruta
madura y sobremadura. Estos valores son ligeramente bajos en el estadio de

envero, 5,4 y 3,6% para cis-B-caroteno y cis-luteina respectivamente.
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El B-caroteno, cis-pB-caroteno y pB-criptoxantina son los principales
pigmentos que contribuyen a la actividad de provitamina A en la acerola. El
contenido correspondiente de pro-vitamina A, expresado como valores de
vitamina A (retinol/100g f) para cada fase de maduracién se ofrece en la Tabla
__. El B-caroteno es el carotenoide que mas contribuye a la actividad de la
vitamina A (90% en las muestras de frutas de envero y maduras y
aproximadamente 70% en las frutas sobremaduras). La B-criptoxantina ha
contribuido con un 6% en los dos primeros estadios y hasta 27% en el ultimo.
Se ha observado un aumento de 7,2 veces en el contenido de vitamina A en €l
cambio de los estadios de envero a fruto maduro. Sin embargo, en el fruto
sobremaduro se ha constatado una disminucion del 12%. La reduccién final
de la vitamina A en el fruto del ultimo estadio esta relacionada directamente
con el descenso del contenido en B-caroteno, y la correspondiente disminucion
de la B-criptoxantina, que contribuye con el 50% de la pro-vitamina A con
respecto al B-caroteno. No obstante, los valores de Vitamina A son bajos si los
comparamos con otras frutas como: mango, albaricoque, pimienta y perejil,

sin embargo es similar a la guayaba, papaya y algunas variedades de tomates.

Influencia del procesado en el perfil carotenoide y su actividad antioxidante

Se observaron cambios en el perfil carotenoide como resultado del
procesado de la acerola (Tabla 28). En el caso de la pulpa congelada los
pigmentos fueron casi idénticos, en términos de cantidad y calidad, a la fruta
madura. Sin embargo, en el caso del zumo concentrado y en el comercial
envasado los cambios observados han sido mas significativos. En el primer
caso, el zumo concentrado pasteurizado, el contenido en carotenoides ha
descendido a un 17% con respecto a la pulpa congelada, pero el cambio mas
evidente ha sido en los carotenoides que poseian los grupos 5,6-epoxido
(violaxantina, neoxantina y anteraxantina), presente en la fruta. Estos se’ han
transformados en sus tres derivados correspondientes (auroxantina, neocromo
y mutatocromo). Esta transformacion en la estructura de los pigmentos era
previsible como resultado del contacto con acidos organicos durante la

produccion y almacenamiento del zumo concentrado.
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Tabla 28: Composicién carotenoide y valores de Vitamina A en productos derivados de

la acerola.
Concentracién (ug/100 g fw)?
Carotenoides Zumo Zum?

Pulpa congelada  concentrado comercial®
Neoxantina 45.84 £ 0.95 - -
Neocromo 23.32+1.61 14.83 £ 2.98 -
Violaxantina 122.02 £ 9.74 - -
Luteoxantina 21.53 + 3.67 - -
Auroxantina 12.10+ 2.18 42.89 +11.06 -
Anteraxantina 6.14 +£ 0.21 - -
Mutatoxantina 12.24 + 0.85 70.62 £ 13.03 6.79 £ 0.17
Luteina 127.50 £ 2.15 206.27 £7.73 14.49 + 0.04
cis-Luteina 7.86 +0.83 35.04 £13.50 2.48 £ 0.12
Criptoxantina-5,8-epéxido trd tr -
Criptoxantina-5,6-epoxido tr tr -
B-Criptoxantina 126.95 + 1.31 87.36 £5.72 49.07 + 2.31
B-Caroteno 816.77 £ 0.13 630.00 £ 34.87 225.28+11.16
cis-B-Caroteno 61.98 £6.78 65.53 £ 3.32 18.86 £ 3.22

Total 1384.22 +2.59  1152.53+4.40 316.95 + 16.95
Vit A (retinol/ 100 g) 151.88 + 0.43 117.75£6.56  43.21 +2.32
Valores ORAC (uM TE) 134.82 +7.23  107.95% 13.56 __ 98.79 + 0.37

2 Media * Desviacion Estandar (n=3)

® Concentracion y valores de vitamina A expresados en ug/100mL y (RE/100 mL) respectivamente, en este
caso.

¢ tr: trazas.

En el zumo comercial, estos pigmentos no estan presentes o apenas
existen a niveles traza. Esto es debido a la accién de acidos intrinsecos y
anadidos sobre los pigmentos, y como consecuencia de la dilucién durante el
procesado del zumo. Esta puede ser la razon por la que el contenido en
carotenoides, en estas muestras, sea bajo. Hay que resaltar que el contenido
en vitamina C y en polifenoles era muy inferior al resto de las muestras
analizadas, por lo que sospechamos que existe una dilucién considerable

durante el procesado.

La pasteurizaciéon de ambos zumos, concentrado y comercial, ha llevado
a la duplicacién de los isomeros de cis/trans del B-caroteno y luteina como
consecuencia del proceso térmico, y asi pues, a la reducciéon de su
contribucién a los valores de vitamina A. Tal situacién ha sido descrita para el
zumo pasteurizado de zanahoria, cuando el control de los parametros del
procesado es critico. Se conoce que el efecto del procesado a un tiempo

reducido (25 segundos a 110°) produce una bajada en los efectos de
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isomerizacion de los pigmentos. Si el tiempo es excesivo (85 segundos a 110°)
puede causar considerables pérdidas en los valores del B-caroteno asi como
las reacciones de isomerizacion (Desobry et al., 1998). En la fruta de acerola
procesada, se encontraron valores altos de vitamina A para la pulpa congelada
(151,88 RE/100g f) y para el zumo concentrado (117,75 RE/100g f), y mucho
mas bajos en el caso del zumo comercial (43,21 RE/100g ).

Como hemos visto anteriormente, el procesado puede afectar también a
otros antioxidantes. Asi, que la contribucién a la capacidad antioxidante de los
carotenoides con actividad de pro vitamina A o no, se ha visto afectada como
consecuencia del procesado en la fruta fresca de acerola. Los valores ORAC
expresados en Equivalentes de Trolox de diferentes fracciones carotenoides de
las muestras estudiadas aparecen en las Tablas __ y __. Se observa una
correlacion directa entre los valores ORAC y el contenido en carotenoides. Una
alta actividad antioxidante (173,77 uM TE) corresponde a los extractos
combinados del fruto maduro y sobre maduro (1:1), como una mezcla mas
representativa de la heterogeneidad del total de los frutos utilizados para el
procesado industrial. En el caso del fruto inmaduro (envero) encontramos
valores bajos (93,42 uM TE). Teniendo como referencia los resultados de los
valores de ORAC del fruto maduro, se observa que el alto nivel del procesado
disminuye la capacidad antioxidante. Los factores externos, como las
condiciones aplicadas en el procesado de la pulpa y del zumo afectan
directamente el contenido en carotenoides y consecuentemente su capacidad
antioxidante. La mejora de estos factores podrian ser aplicados en el orden de

evitar la pérdida de la cualidad del producto comercial.
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5.2.3 Relacion de la Actividad Antioxidante y Composicién Quimica

La actividad antioxidante de la acerola debe estar relacionada con su
contenido en vitamina C (de la que esta fruta es una excelente fuente), de su
aporte en polifenoles y del contenido en carotenos. En los capitulos anteriores
se muestran los resultados del analisis de la actividad antioxidante y de la
composicién quimica. En este apartado se pretende comparar la contribucién

de cada constituyente a la actividad antioxidante.

Asi pues, se determiné la actividad antioxidante de una disolucién del
patron de acido ascérbico con las mismas concentraciones de las muestras
ensayadas a la que se determiné la actividad antioxidante con los métodos
ABTS, DPPH y ORAC. El valor de actividad encontrado se ha comparado con el
valor TEAC de la muestra calculando el porcentaje de contribucién. En las

Figuras __-__ se representan graficamente los resultados encontrados.
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Figura 16: % de contribucién de la actividad antioxidante de la vitamina C en las
muestras de pulpa y zumo de acerola por el método
ABTS (2 minutos).
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Figura 17 % de contribucién de la actividad antioxidante de la vitamina C en las
muestras de pulpa y zumo de acerola por el método
ABTS (15 minutos).
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Figura 18: % de contribucién de la actividad antioxidante de la vitamina C en
las muestras de pulpa y zumo de acerola por el método DPPH.
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Figura 19: % de contribucién de la actividad antioxidante de la vitamina C en las
muestras de pulpa y zumo de acerola por el método ORAC.

Se ha observado que para los métodos ABTS (2 y 15 minutos), DPPH y
ORAC el porcentaje de contribucion de la vitamina C es elevado,
contribuyendo con 39 - 83% de la actividad antioxidante total de las muestras
de pulpa y del zumo procesado manualmente. En general, el acido ascoérbico
representa un mayor porcentaje de la actividad en la pulpa (P1, P2, P3, P4, P5,
P6) y resulta ser menor en el zumo procesado manualmente (ME, ML, AE, AL,
EE, EL). Ello se puede explicar por la forma del procesado de la fruta, ya que
el zumo lleva todas las partes de la acerola (piel, semilla y pulpa) y de ahi
proceden otros compuestos que también se caracterizan por contener
actividad antioxidante, como los fenoles, mayoritariamente encontrados en la

piel.

Gardner et al. (2000), han estudiado la contribucion del potencial
antioxidante de la vitamina C, carotenodides y fenoles en zumos de diferentes
frutas encontrando que el acido ascorbico contribuye con un 65 - 100% de la

actividad antioxidante en 5 frutas citricas (3 tipos de naranja y 2 de pomelo)
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siendo esta contribucién menor para la manzana (0,8%), pina (0,8%) y

verduras (4,8%).

Posteriormente, se analizo la actividad antioxidante de las diferentes
fracciones fendlicas después de la separacion. Los datos obtenidos tras la
aplicacién de los métodos para las 3 fracciones, la suma de las mismas y el
porcentaje de contribucién frente al valor TEAC y ORAC de la pulpa y zumo de

acerola, se recogen en las Tablas 14-17.

Tabla 14: Indice TEAC” de las fracciones y de las muestras. Suma de las fracciones y %

de contribucién. Método ABTS (2 minutos).

Muestra Fl F2 F3 2F TEm?JCesiiala Contr(i)f)uci()n
P1 595+091 1.11+0.10 0.06+0.01 712 64.76 £ 5.05 11.00
P2 6.58+0.32 1.00£0.29 0.0310.01 761 51.11£2.10 14.89
P3 4.24+0.58 093+0.12 0.01+0.00 5.18 46.16 £ 1.78 11.22
P4 13.03+1.52 1.35+1.96 0.04x0.00 14.42 36.95+1.18 39.03
P5 10.85+1.65 1.51+0.29 0.05%0.02 12.41 38.80+1.00 31.98
P6 15.61+1.64 1.42+0.33 0.05+0.00 17.08 37.84 £0.71 45.13
ME 12.29+0.57 1.64+£0.78 0.11+0.02 14.04 90.28 £6.24 15.55
ML 13.93+0.23 1.69+£0.83 0.02+0.00 15.64 76.13 £2.42 20.54
AE 9.74+£020 246+0.32 0.04+0.01 12.24 91.76 £ 6.24 13.34
AL 13.53+0.87 2.44+0.16 0.02+0.01 15.99 85.21 + 8.27 18.78
EE 14.04+1.59 1.20+£041 0.03+£0.00 15.27 81.50+£2.26 18.73
EL 12.56 +1.86 1.37+0.00 0.02+0.00 13.95 74.30 £ 2.14 18.77
ZL -- -- -- — 2.03+£0.28 0
zC 2.08+0.13 0.40x0.00 0.20%0.00 .68 32.16 £0.71 8.33

2= TEAC expresado en mmol/kg de pulpa y mmol/L de zumo
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Tabla 15: Indice TEAC" de las fracciones y de las muestras. Suma de las fracciones y %

de contribucién. Método ABTS (15 minutos).

Muestra Fl F2 F3 ZF Tf:n?l(;sc}ciala Contr(i)éucién
P1 5.17+0.59 1.47+0.37 0.03+0.01 6.67 65.81 £ 6.06 10.13
P2 6.10+0.56 1.38+0.46 0.02+0.00 7.50 51.47 +3.77 14.57
P3 4.05+£0.28 1.27+0.26 0.01x£0.00 5.33 46.62 £ 2.87 11.73
P4 13.93+2.96 2.05%+0.31 0.080.00 16.06 38.83£2.17 41.36
P5 12.40+£2.00 2.23+0.36 0.09+0.01 14.72 41.84+1.84 35.18
pP6 17.00£2.93 2.11+0.37 0.10+0.03 19.21 40.90 £ 1.75 46.97
ME 13.63+0.54 2.06+0.16 0.16+0.03 15.85 94.86 + 9.27 16.71
ML 13.93+£0.80 2.50+£0.74 0.02+0.00 16.45 76.39 + 3.86 21.53
AE 13.05+£0.48 2.26+2.01 0.05+0.01 14.36 91.60 £ 8.75 16.77
AL 12.37+0.13 1.67%0.16 0.02+0.00 14.06 85.80+9.18 19.14
EE 15.32+2.51 1.90+0.52 0.08+0.02 17.30 83.50 + 2.92 20.70
EL 13.13£2.62 2.03+£0.00 0.06+0.00 15.22 76.71 £ 3.58 19.84
ZL 0.06 £0.00 0.03+0.00 -- 0.09 2.34 £ 0.26 3.85
zC 2.33+0.13 0.76 £0.01 0.36x0.00 3.45 33.88 + 1.06 10.19

2 TEAC expresado en mmol/kg de pulpa y mmol/L de zumo

Tabla 16: Indice TEAC" de las fracciones y de las muestras. Suma de las fracciones y %
de contribucién. Método DPPH (equilibrio}.

Muestra Fl F2 F3 2F T}lj:niis(it:;a Contr(i){‘;uci()n
P1 6.24+0.32 1.65+£0.36 0.22+0.00 8.11 85.11 + 3.30 9.55
P2 3.52+0.21 265+0.39 0.29+0.01 7.50 77.99 £ 3.28 9.62
P3 8.81+0.24 1.10+£0.18 0.31+0.01 10.22 74.36 £6.21 13.74
P4 16.97 +0.13 1.6310.35 0.07+0.00 18.67 39.89+0.10 46.81
P5 16.36 + 0.16 2.58+0.39 0.11+0.00 19.05 38.31 £ 0.70 49.53
P6 13.71+£0.13 2.50%20.31 0.14+0.00 16.35 39.81 + 1.00 41.07
ME 17.18+£0.63 3.06+0.16 0.19+0.02 20.43 122.69 £ 8.15 16.65
ML 11.14+£0.58 2.71+0.47 0.32+0.00 14.17 95.70 £ 4.91 14.81
AE 20.15+0.59 3.34+0.48 0.28+0.02 23.78 125.66 + 8.37 18.92
AL 18.63+0.24 1.47+0.23 0.20x£0.01 20.30 112.98 £ 11.77 17.98
EE 14.74 +1.17 3.12+0.53 0.06 + 0.00 17.92 82.33+£1.82 21.76
EL 12.35+1.09 2.86+0.72 0.01+0.00 18.07 91.80 £ 1.35 19.68
ZL - - 0.25 +£0.09 0.25 2.74 £ 0.36 9.12
zCc 6.66+1.15 3.01£0.21 0.05%0.00 9.72 36.56 + 3.08 26.58

2 TEAC expresado en mmol/kg de pulpa y mmol/L de zumo
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Tabla 17: Valor ORAC" de las fracciones y de las muestras. Suma de las fracciones y %

de contribucién. Método ORAC.

Muestra

Fl1

F2

F3

ZF

Valor ORAC de

%

la muestra Contribucion
P1 14.25+0.23 2.83+0.07 0.16+0.01 17.24 58.83+1.76 20.30
P2 11.58£1.90 2.02+0.41 0.29+0.02 13.89 47.42+2.71 29.29
P3 1064+1.24 1631022 0.21+0.05 12.48 46.75+2.28 26.70
P4 7.71+£0.24 095+0.14 0.2210.02 8.88 34.58 £ 0.05 25.68
PS5 9.20+0.54 1.03+£0.02 0.19%0.02 10.42 34.87 £1.97 29.88
P6 10.64+0.85 0.72+0.05 0.17+0.01 11.53 40.40+1.17 28.54
ME 21.81+0.53 2.38+0.35 0.34+0.05 24.53 85.40 + 3.64 28.72
ML 13.58 £2.35 2.48+0.67 0.3210.03 16.38 50.57 + 2.83 32.39
AE 12.39+0.53 2.95+0.13 0.35+0.02 15.69 76.71+1.34 20.45
AL 14.89+0.28 1.58+0.54 0.15+£0.01 16.62 57.52+£2.89 28.89
EE 18.92+0.54 2.68+0.14 0.21+0.00 21.81 77.14 + 5.59 28.27
EL 19.28+£0.52 1.50x0.28 0.17+0.01 20.95 83.03+£2.25 25.23
ZL 0.21+£0.02 0.14£0.04 0.03+0.00 0.38 1.26 £ 0.30 30.16
ZC 3.23+0.59 2.58+0.11 0.08+0.02 5.89 22.37+£0.73 26.33

2 Valor ORAC expresado en mmol/kg de pulpa y mmol/L de zumo

Se constata que la Fraccion 1 (acidos fendlicos simples) es la que posee

mayor actividad antioxidante, seguida de la Fraccién 2 y Fraccién 3, que es la

de menor actividad. Ello ocurre en todos los métodos ensayados y para todas

las muestras.

En las Figuras 20-23 se representa graficamente el porcentaje de

contribucién de la actividad antioxidante de la vitamina C, la suma de las

fracciones y los otros compuestos (carotenos) que participan de la actividad

antioxidante total de las muestras de acerola ensayadas por los métodos ABTS

(2 y 15 minutos), DPPH y ORAC.
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% Contribuciéon

g

P1 P2 P3 P4 P5 P6 ME ML AE AL EE EL ZL ZC

Muestras

@ % Vitamina C @@ % Suma de las Fracciones @l % Otros Compuestos

Figura 20: % de contribucién de la actividad antioxidante total de vitamina C, suma
de las fracciones y de otros compuestos en las muestras de acerola.
Método ABTS (2 minutos).

% Contribucién

Pl P2 P3 P4 PS P6 ME ML AE AL EE EL ZL ZC

Muestras

B % Vitamina C f] % Suma de las Fracciones || % Otros Compuestos

Figura 21: % de contribucién de la actividad antioxidante total de vitamina C,
suma de las fracciones y de otros compuestos en las muestras de acerola..
Método ABTS (15 minutos).
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% Contribucién

Wi

S

Pl P2 P3 P4 P5 P6 ME ML AE AL EE EL ZL ZC

Muestras

W % Vitamina C g} % Suma de las Fracciones g % Otros Compuestos

Figura 22: % de contribucién de la actividad antioxidante total de vitamina C,
suma de las fracciones y de otros compuestos de las muestras de acerola.
Método DPPH.

% Contribucion

Pl P2 P3 P4 PS5 P6 ME ML AE AL EE EL ZL ZC

Muestras

N % Vitamina C @ % Suma de las Fracciones @ % Otros Compuestos

Figura 23: % de contribucién de la actividad antioxidante total de vitamina C,
suma de las fracciones y de otros compuestos de las muestras de acerola.
Método ORAC.
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Se identificaron por HPLC diferentes compuestos polifenolicos: el acido
clorogénico, la procianidina Bl y la rutina que estan presentes en casi todas
las muestras. Se determiné la actividad antioxidante de los estandares puros.
El clorogénico tiene un valor TEAC 0,5 mM, la procianidina Bl 2,16 mM y la
rutina no presenta actividad. La escasa concentracién y el reducido numero
muestras en que se presenta el acido clorogénico hace que no se considere en
este estudio estadistico. La actividad de la procianidina B1 se correlacioné con
los valores TEAC de las muestras. Sin embargo, los coeficientes obtenidos
fueron muy pequetios (Tabla __). En esta Tabla se puede comprobar que el IPT

y la vitamina C estan mejor correlacionados con la actividad antioxidante.

Si consideramos la actividad antioxidante de la procianidina y su
concentracion, no se puede justificar los valores de actividad de la Fracciéon 2.
Como en esta fraccion ademas de los flavan-3-ol eluyen los antocianos, es
razonable pensar que estos, cuantificados en la Tabla __ sean responsables de

la actividad de la F2.

Se realiz6 un analisis de correlacion para comprobar si las
concentraciones de vitamina C, procianidina B1 e IPT estaban relacionadas o
no con la actividad antioxidante de la acerola. Los resultados se muestran en

la siguiente Tabla (_ ).

Tabla 12: Correlacion entre vitamina C y valores TEAC y ORAC; correlacién entre
Procianidina B1 y valores TEAC y ORAC, correlacion entre IPT y valores TEAC y ORAC,
correlacién entre actividad antioxidante del acido ascérbico (AA) y valores TEAC y ORAC

del conjunto de muestras analizadas (pulpa y zumo).

Método Condiciones Vit C (r) Procian. Bl IPT (r)
TEAC 2 min 0.591 0.196 0.898
ABTS
TEAC 15 min 0.594 0.210 0.884
DPPH TEAC en equilibrio 0.415 0.160 0.784
ORAC Valor ORAC 0.752 0.450 0.780

Se constata que las muestras de acerola estan mejor

correlacionadas con el IPT que las concentraciones de vitamina C y
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procianidina B1. Cuando se analiza la Tabla __, se observa que tampoco existe
una buena correlacién entre las concentraciones de los componentes quimicos
mayoritarios y la actividad antioxidante. Sin embargo, si se considera la
actividad antioxidante de las concentraciones de acido ascérbico en las

muestras, se obtiene una nueva correlacién mejor que las anteriores (Tabla

).

Tabla 13: Coeficiente de correlacién (r) entre los valores TEAC y ORAC de las muestras
de acerola con la vitamina C, procianidina Bl y el IPT.

Método Condiciones T
TEAC 2 min (agua) 0.362
ABTS
TEAC 15 min (agua) 0.447
DPPH TEAC en equilibrio (agua) 0.564
ORAC Valor ORAC 0.497

Tabla 13: Coeficiente de correlacién entre los valores TEAC y ORAC de las muestras de
acerola con el IPT y actividad antioxidante del acido ascérbico.

Activ. Antiox.

Método Condiciones
del AA (1)
ABTS TEAC 2 min (agua) 0.962
TEAC 15 min (agua) 0.965
DPPH TEAC en equilibrio (agua) 0.959
ORAC Valor ORAC 0.980

La actividad antioxidante de la fraccién carotenoide presenté algunas
dificultades. Las muestras de zumos licuados y estrujados preparadas en el
laboratorio carecian de estos compuestos. Como se observa en la Grafica __, la
actividad antioxidante de estas muestras esta explicada casi totalmente por la
vitamina C y los compuestos fenolicos. Por ejemplo, entre el 94-99% en el

método ORAC esta explicado por estos compuestos.
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El analisis de la fraccion carotenoide se llevé a cabo en la pulpa
congelada y zumo comercial (Tabla _ ). En esta fracciéon sélo se pudo
determinar la actividad antioxidante total por el método ORAC y ya que el
método ABTS y DPPH aunque se determinan en metanol no permitieron una

buena reaccién con compuestos tan lipéfilos.

Los valores ORAC de la fracciéon carotenoide de la pulpa fueron 0,14mM
y del zumo comercial 0,10mM representando una contribucién entre 0,4-0,2%
y 5% respectivamente. Asi pues, la determinacién de la actividad antioxidante
de la vitamina C, de las fracciones fenélicas y de la fraccién carotenoide
extraida, explica casi totalmente la actividad antioxidante de la mayoria de las

muestras de acerola analizadas.

5.2.3 Efecto del Tratamiento por Altas Presiones

Las altas presiones hidrostaticas pueden utilizarse para realizar la
descontaminaciéon microbiolégica de alimentos acondicionados en embalajes
flexibles, evitando los efectos, a menudo indeseados, de los tratamientos
térmicos (Basak, Ramaswamy y Simpson, 2001; Teo, Ravishankar y Sizer,
2001).

Actualmente, se llevan a cabo aplicaciones industriales en mermeladas
y otras preparaciones de frutas azucaradas o no, zumos de frutas, jamén

cocido y precortado, champifiones silvestres, mariscos, etc.

Para llevar a cabo el tratamiento, el producto se acondiciona en un
envase flexible y se introduce en una camara de acero de gran espesor, capaz
de resistir altas presiones. La presiéon se transmite mediante un fluido poco
compresible, generalmente agua. La gama de presiones utilizada varia en
general de 1.000 a 10.000 bares. La presion ejercida provoca danos
irreversibles en muchos microorganismos, lo que permite llevar a cabo la

descontaminacion sin afectar, en el caso de las aplicaciones actuales, ni el
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sabor, ni la textura, ni el contenido de vitaminas y sales minerales. En
algunos casos, con el fin de eliminar las esporas bacterianas, puede ser
necesario combinar la acciéon de las altas presiones con un tratamiento

térmico (Polydera, Stoforos y Taoukis, 2005).

El zumo de acerola obtenido de frutas maduras fue licuado y diluido 5,5
veces con agua hasta un volumen total de 600mL. El producto fue dividido en
tres lotes de dos botellas, uno de los cuales se ha conservado en refrigeracion
a 5°C, otro se ha tratado a 600Mpa durante 10 minutos y el tercer lote a
700Mpa durante 5 minutos. La temperatura del tratamiento se ha mantenido

a 25°C. El tratamiento a altas presiones se ha realizado por duplicado.

Las muestras, una vez abierto los envases, se han conservado a 5°C
durante un periodo de 3 semanas, evaluando el efecto del tratamiento sobre la
capacidad antioxidante y el contenido fenélico en comparacion con el zumo sin

tratar por altas presiones.

La capacidad antioxidante del zumo de acerola tratado a altas presiones
y no tratado determinado por los métodos ORAC y ABTS se presenta en la
Tabla 29.

Tabla 29. Efecto del tratamiento a altas presiones sobre la capacidad antioxidante

Método
Tratamiento ORAC ABTS
mmol Trolox /L mmol Trolox /L
No tratado 60.7£3.4 138.2+6.0
600 MPa 67.8+£3.5 130.0+10.1
700 MPa 63.2+3.2 136.6+8.3

El tratamiento a altas presiones no ha afectado la capacidad
antioxidante del zumo de acerola (p<0.05). Estos resultados muestran que la
calidad del zumo de acerola desde un punto de vista de su capacidad

antioxidante no se ve afectada por el tratamiento a altas presiones. Fernandez-
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Garcia et al. (2001a,b) para zumos de naranja y naranja/limén/zanahoria, y
para puré de tomate observaron igualmente que la capacidad antioxidante no
variaba con el tratamiento a altas presiones (rango 500-800MPa). Sanchez-
Moreno et al. (2003a) trabajando a altas presiones con zumos de naranja en el
rango 100-400 MPa y diferentes temperaturas y tiempos de tratamiento
observaron que la capacidad antioxidante no se veia afectado en los
tratamientos en los que la temperatura no era elevada. No obstante, De Ancos
et al. (2002) en zumo de naranja observaron una disminucidén de la capacidad

antioxidante en los zumos tratados a altas presiones (rango 100-500MPa).

En la Figura 28 se muestra la evolucién de la capacidad antioxidante de
los zumos de acerola tratados a 600 y 700 MPa en comparacién con el zumo
sin tratar durante su conservacién a 5°C durante 3 semanas, una vez abierto

el recipiente después del tratamiento.

El comportamiento de la capacidad antioxidante del zumo sin tratar
respecto los tratados a altas presiones durante las tres semanas de
conservacién es completamente diferente. Mientras que la capacidad
antioxidante del zumo de acerola tratado a altas presiones permanece
practicamente estable durante las 3 semanas de conservacién a 5°C tanto
evaluada por el método ORAC como ABTS, el zumo sin tratamiento disminuye
un 50 y 35% de su capacidad antioxidante al cabo de las tres semanas segin
se determine por el método ABTS y ORAC respectivamente. Aunque los valores
absolutos son diferentes en funcién del método de analisis empleado, en la
Figura lab se puede observar que el comportamiento de la evolucién tanto

para €l zumo tratado a altas presiones como el no tratado es similar.

La capacidad antioxidante de zumos disminuye ain conservandose a
temperaturas bajas. Por ejemplo, Fernandez-Garcia et al. (2001a) en una
mezcla de zumos de naranja/limén/zanahoria en tres semanas perdié del
orden del 50%, en cambio en este mismo trabajo diferentes zumos de naranja
disminuyeron su capacidad antioxidante menos del 10%. Las mezclas de
zumos tratados a altas presiones(600MPa) perdieron en tres semanas entre

un 15-25% de su capacidad antioxidante, mientras que los zumos de naranja
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perdieron entre un 8-15%. Fernandez-Garcia et al. (2001b) con purés de
tomate determinaron que la capacidad antioxidante de la fraccion soluble en
agua no tratada disminuyé un 50% en la primera semana, permaneciendo
practicamente estable hasta los 21 dias conservada a 4°C, mientras que el
puré tratado a 500 y 800 MPa durante 5 minutos, la capacidad antioxidante
disminuyé un 35 y 20% respectivamente la primera semana, permaneciendo

igualmente practicamente constante el resto del periodo de conservacién.
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Figura 28. Evolucién de la capacidad antioxidante de zumo de acerola con el tiempo. A:
método ORAC, B: método ABTS.
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De Ancos et al. (2002) observaron que el tratamiento a altas presiones
(rango 100-500 MPa) en zumo de naranja presentaba evoluciones diferentes de
la capacidad antioxidante durante 4 semanas conservado a 4°C en funcién de
las condiciones de tratamiento, sin encontrar una relacién entre la presion
aplicada y el tiempo de tratamiento con esta evoluciéon. De Ancos et al. (2000)
en purés de kaki habian obtenido conclusiones similares a las del estudio con

zumo de naranja.

La capacidad antioxidante del zumo de acerola es debida basicamente a
la vitamina C (70-80%), los polifenoles (10-20%) y otros compuestos como los
carotenos (10%) (Mezadri, 2004, de Assis et al. 2001). La disminucién de la
capacidad antioxidante del zumo de acerola se puede justificar principalmente
por la degradaciéon de la vitamina C. Marti et al. (2002) observaron una
importante degradacion de la vitamina C en zumos de granada a los que se
habia afnadido vitamina C en dosis de 330 mg/L conservados a 5°C. Esta
disminucién era mas rapida en el zumo natural que en soluciones modelo de
vitamina C, ya que la vitamina C reacciona con los antocianos del zumo. En
zumo de naranja Sanchez-Moreno et al, 2003b, observaron que en 10 dias de
conservacion en frio la vitamina C no variaba incluso para el zumo no tratado
a altas presiones, excepto para los tratamientos realizados a temperaturas
mas elevadas (60 y 40°C). Sancho et al. (1999) para fresas de la variedad
Coulis con un tratamiento a 400 MPa durante 30 minutos y 20°C y
conservacion a 4°C durante 4 semanas observaron que la vitamina C decrecia
de forma similar al producto no tratado, concluyendo que las altas presiones
ni aceleraba ni disminuia la cinética de degradacion de la vitamina C. El
tratamiento por altas presiones no presenta unos efectos generalizados sobre
la capacidad antioxidante de los productos tratados, no obstante esta falta de
generalizacion hace necesario que se deban evaluar el efecto de la misma en

los diferentes productos.

En este trabajo el zumo de acerola siempre se ha conservado a
temperaturas bajas, por lo que aspectos térmicos no pueden justificar esta
disminucién de la capacidad antioxidante por degradacion de la vitamina C.

Otras posibles vias de degradacién de la vitamina C pueden ser la via

-135-



Resultados y Discusién

enzimatica y/o el efecto del oxigeno. La pectinmetilesterasa (PME) para la
acerola presenta una actividad notablemente superior a la de otros citricos y
es mas dificil de inactivar térmicamente (de Assis et al. 2000). Existen estudios
sobre el efecto del oxigeno en la degradacién de vitamina C para zumos de
naranja (Soares et al., 1999, Haugaard et al. 2002). No obstante ésta no
parece ser la causa de las diferencias encontradas entre los zumos procesados
a altas presiones respecto del no tratado, pues las condiciones de estudio han
sido las mismas para todas las muestras. La variacién puede ser debida a la
degradaciéon de la vitamina C via enzimatica en el zumo no tratado, mientras
que en los zumos tratados a altas presiones se ha producido su inactivacién
enzimatica que ha impedido la degradaciéon de la vitamina C, y por tanto la

disminucién de su capacidad antioxidante.

Se ha evaluado el efecto del tratamiento a altas presiones sobre el
contenido polifendlico de la acerola. Los dos polifenoles mayoritarios, rutina y
procianidina B1, tal como se puede ver en la Figura 29, no se afectan de forma

significativa (p<0.05) justo después del tratamiento.

Para el zumo no tratado a altas presiones a las tres semanas, la
procianidina Bl presenta una disminucién del 60%. Para los otros polifenoles
identificados catequina, epicatequina, acido clorogénico y p-cumarico no se ha
encontrado ninguna relacién entre el tratamiento a altas presiones y su

evolucién durante la conservacion.

La rutina durante la conservaciéon del zumo de acerola a 5°C durante
tres semanas presenta un ligero aumento, aunque las diferencias no son
significativas (p<0.05), mientras que la procianidina B1 presenta un aumento
a la semana con el tratamiento a 600 Mpa manteniéndose estable hasta las
tres semanas. En el tratamiento a 700 MPa se mantiene estable la primera
semana, produciéndose un aumento la segunda semana y volver a recuperar
los niveles iniciales al final de las tres semanas. Estos aumentos pueden ser
debidos a la inactivacion parcial de las enzimas (peroxidasa y polifenol

oxidasa) por el efecto del tratamiento a altas presiones aplicados.
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Figura 29. Evolucién de la concentracién de rutina y procianidina Bl durante el tiempo
de conservacién a 5°C.
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6. CONCLUSIONES

. Los extractantes utilizados para el tratamiento de las muestras de zumo
y pulpa de acerola fueron agua y metanol. No se encontraron
diferencias significativas entre ambos extractantes cuando se determiné
la actividad antioxidante utilizando ABTS y DMPD. En el caso de
emplear el DPPH, la eleccién mas adecuada es la extraccion de la
muestra con agua. Tampoco hubo diferencias significativas en el IPT

determinado en los dos extractos.

. Los resultados obtenidos para los métodos ensayados ABTS, DPPH,
ORAC e IPT muestran criterios de linealidad y reproducibilidad,
mientras que el DMPD ha presentado un coeficiente de variaciéon muy
alto y por lo tanto, no es recomendado para el analisis de la actividad

antioxidante de la acerola (pulpa y zumo).

. Respecto al método ABTS, se recomienda realizar las medidas
absorbancia a los 2 minutos, una vez que se ha comprobado que no
existen diferencias entre los valores TEAC analizados a los 2 y 15
minutos de comenzada la reaccién. Ello indica que los compuestos
antioxidantes de la acerola reaccionan mayoritariamente en la primera

fase, en especial el acido ascoérbico.

. De los productos de acerola analizados son los preparados en el
laboratorio los que presentan mayor actividad antioxidante. No existen
diferencias estadisticas entre los zumos obtenidos licuando o
estrujando el fruto. La pulpa comercial presenta un 45% menos de
actividad que el zumo y por tultimo el zumo comercial o el concentrado
presentan valores un 60% y 95%, respectivamente inferior al zumo

natural.

Se ha adaptado y puesto a punto un método por CLAE (Cromatografia

Liquida de Alta Eficacia) para determinacién de acido ascorbico total en
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pulpa y zumo de acerola. El contenido en vitamina C encontrado ha
oscilado entre 944-1797mg/100mL para el zumo (licuado y estrujado),
43mg/100mL para el zumo comercial envasado y 425mg/100mL para
el zumo concentrado. La pulpa comercial congelada presenta valores

entre 632-920mg/100g.

. Se ha comprobado que el alto contenido en vitamina C de la acerola
explica 40-80% de la actividad antioxidante total para las muestras de
pulpa comercial congelada y un 65-75% para zumo procesado
manualmente. Los compuestos fenoélicos representan, por lo general, el
segundo componente que mas contribuye a esta actividad. En los
zumos comerciales (ZL, ZC) los carotenoides contribuyen un 5% a la

actividad antioxidante.

. Los valores de antocianos totales encontrados para las muestras de
pulpa (2.75 £ 0.06mg/100mL de cianidina 3-glucésido) son menores

que los del zumo (4.90 £ 0.18mg/ 100mL de cianidina 3-glucésido).

. Se han identificados los siguientes compuestos polifenélicos en el zumo:
Procianidina B1, 5-O cafeoilquinico (acido clorogénico), Galato de
Epigalocatequina, Epicatequina y Rutina. En la pulpa congelada
comercial se ha encontrado: Procianidina Bl, Galato de
Epigalocatequina y Rutina. La Procianidina Bl y la rutina son los

compuestos polifendlicos mayoritarios.

. Se identificaron 17 carotenoides en los frutos de acerola analizados:

neoxantina, isomero de neoxantina, neocromo, isémero de neocromo,
violaxantina, isémero de violaxantina, luteoxantina, auroxantina,
anteraxantina, mutatoxantina, luteina, cis-luteina, B-criptoxantina 5-8-
epoxido y 5-6-epdxido, B-criptoxantina, B-caroteno y cis-B-caroteno.
Entre ellos, el B-caroteno esta presente en todas las muestras
analizadas (40 a 60% del contenido total de carotenoides). El contenido
en carotenoides en el zumo comercial es muy inferior al del fruto o

pulpa, posiblemente porque se pierden durante el procesado o
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experimentan un considerable efecto de dilucién. Los valores de
vitamina A son altos para la pulpa (151,88 retinol/ 100g de fruto) y para
el zumo concentrado (117,75 retinol/100g de fruto) y mucho mas bajos

en el caso del zumo comercial (43,21 retinol/100g de fruto).

10. Los zumos tratados a altas presiones conservan mejor la capacidad
antioxidante que los no tratados. Se obtuvieron resultados similares
con las dos presiones aplicadas (600 y 700 Mpa). Los polifenoles

mayoritarios (procianidina Bl y rutina) tampoco se alteran.
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