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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Se planteé como objetivo del traba jo evaluar e | comportamiento de las caracteri sticas
bioctivas de la mora ( Rubus glaucus) y agraz ( Vaccinium meridionale Swartz) durante
procesos de maduracion y transformacion. La muestra de mora se obtuvo de un cultivo y
el agraz de plantas silvestres. Se estudiaron tres estados de maduracion encont rando
que se presenta acumulacion de antocianinas a medida que madura cada fruto, ademas
en la mora las propied ades antioxidantes permanecen constantes mientras que en el

agraz hay aumentos significativos. Se evalué el perfil aro matico de cada estado y se

encontré que es posible diferenciar el estado de cosecha de los otros dos. Se evalué los
efectos de | despulpad o y concen trado sobre las prop iedades antio xidantes de estos
frutos en el estado de cosecha, los efectos del comportamiento dependen de la muestra

y de las condiciones del proceso.

Palabras clave: Capacidad Antioxidante, Procesamiento Frutas, Fenoles Tot ales,
TEAC, FRAP, Nariz electronica
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Evaluacién de las Propiedades Bioactivas de Mora (Rubus glaucus) y Agraz
(Vaccinium meridionale Swartz), en Fresco y Durante Procesos de
Transformacién

Abstract

The set objective of this projectw as to evalu ate the beh aviour of the bioactive
characteristics of the  blackberry and the blueberry during the rip ening and
transformation processes. The bla ckberry sample was o btained from a crop, a nd
the blueberry from wild plants; thr ee stages o f ripening were studied where the
anthocyanin accumulated as the fruit ripene d. Furthermore in the blackberr vy
antioxidant properties remained constant while there were significant increases in
the blueberry. The flavor profile of each state was also evaluated and it was
concluded that it is possible to diffe rentiate the state of the crop among two others.
The effects of pulping were asse ssed with a f ocus on th e antioxidant properties of
these fruit during the harvest stage. The behavioural effects depend on the sample

and the conditions of the process.

Keywords: Antioxidant Capacity , Fruit Process, Total Pol yphenols, TEAC,
FRAP, Electronic Nose
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Introduccién

Introduccion

Los antioxidantes en  general so n sustan cias que retra san o prev ienenla s
reacciones de oxidacio n porque estan enla capacidad de estabilizar radicales
libres debid o a la deslocaliza cién de los anillos aromaticos que en general los
conforman [1]. En ést e grupod e sustan cias se e ncuentran los polifenoles
(flavonoides, antiocianinas, flavonoles, flavonas e isoflavononas), la vitamina C, la
vitamina E, entre otros [2].En recientes estudios se ha evaluado su importancia en
la prevencion de enfermedades del corazoén, cancer y enf ermedades

degenerativas como el Alzheimer y Parkinson [3-4].

Las principales fuentes naturales de antioxidantes son la s frutas y los vegetales,
por ésta razon estos productos han sido investigados con la idea de determinar su
poder antio xidante y | as sustan cias que jue gan un papel importante en ésta

propiedad.

La mora es una buena fuente de vitaminas, minerales y fitoquimicos, es una fruta
que se cu ltiva sinin convenientes en Colombia y tie ne proyecciones de

exportacion [5]. El balance azucar/a cido, la textura, el perfil aromatico y el color,

derivado del contenido de antocianinas, se perciben como atributos de calidad [6].
La cosecha de mora en el pais es constante y esta determinada por las lluvias, en
promedio en los meses de marzo, abril y mayo se observan picos de p roduccion,
el departamento con mayor re presentacion en la produccion nacional e s

Cundinamarca [7].

El agraz, m ortifio o bilderry es una fruta silvest re de la familia de lo s arandanos
reconocida por su contenido de fibra y de sustancias fitoquimicas [8]. En
Colombia aun no se cu enta con datos de cultivos formalmente estable cidos, pero

se sabe, gracias a un estudio de analisis de riesgo de plagas, en Antioquia, que
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las zonas en las que se favorece el crecimiento de este fruto son las comprendidas entre
los 2.200 y 3.400 msn m [9]. Se han identificado a los de partamentos de Antioqu iay

Boyaca como los mayores productores [10].

La industria de alimentos y bebidas en el pais representa mas del 20% de la industria
nacional, el sector se esta adapta ndo a las necesidade s de los consumidoresy esta
innovando hacia prod uctos que tengan un mayor valor nutriciona | y contenid o de
bioactivos [11]. Una de las alternativas para la comercializacion de frutas y la disminucién
de pérdidas postcosecha es su procesamient o, la elaboracién de pulpas y concentrados
ha tomado un papel importante ya que esu n producto que facilita la fabricacié n de
bebidas, jaleas, merme ladas, entre otros. Por éste motivo y dado qu e el consumidor
actual esta interesado en alimentos que le aporten beneficios adicion ales a los de la
nutricion (alimentos funcionales) se hace im portante evaluar el comportamientodela s
propiedades antioxidantes durante la maduracion de frutas como mora y agraz, atractivas
desde el pu nto de vista comercial, y los efecto s que tiene n diferentes operacione s de

transformacion sobre estas caracteristicas.

Para lograr este objetivo el trabaj o se dividio tres etapas: busqued a de informacion,
analisis del comportamiento de las propiedades antioxidantes y perfil a romatico durante
la maduracién de mora y agraz y evaluacioén de las propiedades antioxidantes durante el

procesamiento.

En la prime ra fase se realizoé una etapa de capacitaciéon e n el Dipartamento Scienze e
Tecnologie Alimentari e Microbiologiche- DISTAM de la Universita degli Studi di Milano,
Italia, en los métodos de analisis f isicoquimico: Fenoles T otales empleando el reactivo
Folin-Ciocalteu, Antocia ninas Totales s egun pH diferencial, Capacidad Antioxidante

mediante reaccién con los radicales DPPH y FRAP.

Los métodos fueron validados en el Laboratorio de Control de Calidad de Aliment os del
Instituto de Ciencia y Tecnologi a- ICTA de la Universidad Nacio nal de Colombia,
adicionalmente se buscaron las con diciones 6ptimas de trabajo para la cuantifica cion de
la capacida d antioxidante por el método TEAC, determi  nacién del perfil aromatico de
bayas utilizando nariz electronica y el conteni do de vitamina C por HPLC. Dura nte el
desarrollo de estas actividades se realizd6 un trabajo como Joven Inves tigador-

COLCIENCIAS denominado: “Evaluacion de las condiciones de proceso y capacidad
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antioxidante en la elaboracion de productos hortofruti colas” en el que se
aplicaron las metodologias analitica s en diferen tes frutas: lulo, feijoa, maracuya,
mango, mora, agraz y fresa, y hortalizas: e spinaca, zanahoria y remola cha; este
trabajo permitié estandarizar y documentar los procedimientos. Durante la fase
inicial del tr abajo de T esis de Maestria se realiz6 una busqueda b ibliografica
sobre la “Influencia del procesamiento en el contenido de sustancia s
bioactivas presentes en alim  entos vegetales” cu yos resulta dos fueron
enviados a evaluacion a la Revist a Biotecnologia en el Sector Agropecuario y

Agroindustrial.

La segunda etapa del trabajo consistio en la recoleccion de las muestras de mora
y agraz en diferente s estados de maduracion para  ser evaluadas segun

parametros fisicoquimicos, caracteristicas antioxidantes, contenidos de bioactivos
como fenoles totale s, vitamina C y antocianinas tota les, los resultados se

muestran en el articulo:  “Evaluacion de las propiedades antioxidantes yel
perfil arom atico durante la maduracion de mora ( Rubus glaucus Benth) y
agraz (Vaccinium meridionale Swartz)” articulo que esta siendo evaluado en la

revista Facultad Nacional de Agronomia.

Por ultimo en la evaluacion del efecto de las opera ciones de despulpado,
concentracion vy liofilizacion sobre los conten idos de vitamina C, antocianina s
totales, fenoles totales y poder antioxidante. Los resultados fueron dispuestos en
formato de articulo cientifico denominado: “Effect of pulping and concentration
on antioxidant properties of the Andes berry ( Rubus glaucus Benth) and
bilberry ( Vaccinium meridionale Sw artz)” para ser evaluado por la revista
VITAE de la Universidad de Antioquia.



1. Objetivos

Evaluar el comportamie nto de las caracteristica s bioctivas de la mora ( Rubus glaucus) y
elagraz ( Vaccinium meridionale Swartz) durante procesos de madura cioény

transformacion.

1.1 Objetivos especificos

Evaluar las caracteristicas bioactivas durante el proceso de maduracion de mora ( Rubus
glaucus) y agraz (  Vaccinium meridionale Swartz) y establecer una correlacién con el

perfil aromatico, utilizando nariz electronica.

Cuantificar la actividad antioxidante, el contenid o de fenoles totales, antocianinas to tales
y vitamina C de mora y agraz y evaluar los cambios en frente a diferentes operaciones de

transformacion en procesos de despulpado, concentraciéon y deshidratacion.

Analizar e | comportamiento de las propiedade s bioactivas durante dif erentes procesos

para evaluar el efecto de las operaciones y las diferencias entre productos.






2.Influencia del procesamiento en el
contenido de sustancias bioactivas
presentes en alimentos vegetales



INFLUENCIA DEL PROCESAMIENTO EN EL CONTENIDO DE SUSTANCIAS BIOACTIVAS
PRESENTES EN ALIMENTOS VEGETALES

THE INFLUENCE OF THE PROCESSING ON BIOACTIVE COMPOUNDS IN VEGETABLES

INFLUENCIA DO PROCESSAMENTO NO CONTEUDO DE SUBSTANCIAS BIOACTIVAS
PRESENTES EM ALIMENTOS VEGETAIS

LUISA JUANA BERNAL R.', AMANDA CONSUELO DIAZ-MORENO.?

RESUMEN

La importancia que tienen los compuestos bioactivos en las tendencias actuales de consumo
marca una etapa en la investigacion y desarrollo de alimentos, el consumidor desea conocer los
efectos que tiene el procesamiento en estos compuestos para establecer los cambios en las
caracteristicas nutricionales y, por lo tanto, el efecto en su salud. Los compuestos bioactivos
presentes especialmente en alimentos vegetales, son un amplio grupo de sustancias entre las
gue se destacan polifenoles, carotenoides y tocoferoles, y la vitamina C; el contenido inicial de
estas sustancias esta influenciado por la genética, condiciones ambientales y el manejo
postcosecha, este trabajo tiene como objetivo describir la influencia de operaciones como
escaldado, coccion, pasterizacion, refrigeracion, deshidratacion, entre otros, en diferentes
alimentos sobre sus compuestos bioactivos méas importantes.

ABSTRACT

The importance of bioactive compounds in current consumption trends marks a stage in food
research and development. Consumers want to know how the different stages in food
production affect bioactive compounds in order to establish changes in nutritional properties
and, therefore, the effect on their health. The bioactive compounds present in vegetal foods are
a large group of substances such as polyphenols, carotenoids and tocopherols, and vitamin C.
The initial content of bioactive compounds is influenced by genetics, environmental conditions
and postharvest handling. The objective of this work was to describe the influence of operations
such as blanching, cooking, pasteurizing, cooling, dehydration, among others, in different foods
over their most important bioactive compounds.

!Ingeniera Quimica. Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin. libernalr@unal.edu.co (Autor de Correspondencia).
2PhD. Calidad, Seguridad y Tecnologia de los Alimentos. Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos - ICTA Universidad
Nacional de Colombia, Sede Bogota. amcdiazmo@unal.edu.co
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RESUMO

A importancia dos compostos bioativos sobre as atuais tendéncias de consumo, marca uma
etapa na pesquisa e no desenvolvimento de alimentos, os consumidores desejam conhecer 0s
efeitos do tratamento destes compostos sobre as mudancas nos nutrientes e, portanto, o efeito
sobre a saude. Os compostos bioativos em alimentos, especialmente vegetais, sdoum grande
grupo de substancias que contem entre polifendis, carotendides, tocoferéis e vitamina C, o
conteudo inicial destas substancias € influenciada pela genética, condicbes ambientais e de
manuseio pos-colheita, este trabalho tem como objetivo descrever a influéncia das operacdes,
tais como branqueamento, cozimento, pasteurizacéo, resfriamento, desidratacdo e outros em
diferentes alimentos sobre os mais importantes compostos bioativos.

PALABRAS CLAVE: Propiedades antioxidantes, Transformacion de alimentos.

KEYWORDS: Antioxidant properties, Food processing.

PALAVRAS-CHAVE: Propriedades antioxidantes, Processamento de alimentos.

INTRODUCCION

Dentro de la alimentacion humana los
vegetales juegan un papel de gran
importancia debido a que son fuente de
micronutrientes como minerales, vitaminas
y fibra; de macronutrientes como proteinas
(1%), lipidos (1%), carbohidratos (0-80%
del peso seco) y principalmente agua
(entre 80 y el 90% del peso total) [1].
Adicional a este grupo de nutrientes se
encuentran compuestos, con actividad
biol6gica conocidos como sustancias
bioactivas o fitoquimicos, que confieren
ciertas propiedades sensoriales como
aroma, color y sabor [2], se distinguen 4
familias de sustancias: compuestos
fendlicos, terpenos, nitrogenados vy
azufrados, [3]. Recientes estudios han
demostrado que  estas  sustancias
contribuyen al funcionamiento del cuerpo
humano [4] aunque su biodisponibilidad
depende de la estructura quimica, del
metabolismo y de las interacciones con las
diferentes sustancias presentes en el
alimento y que acompafian la digestion [5].
La composicion de un alimento nunca es

constante, esta sujeta a multiples factores
ambientales y genéticos que en la mayoria
de los casos no pueden ser controlados; el
manejo  postcosecha es un factor
determinante en la calidad nutricional por
lo que resulta importante analizar el
comportamiento de estos compuestos
bioactivos frente a los procesos que tienen
como objetivo la transformacion 'y
conservacion del alimento.

INFLUENCIA DEL PROCESAMIENTO

Las frutas y las hortalizas son productos
que se consumen frescos y procesados,
durante la transformacion su composicion
nutricional puede verse alterada, asi
mismo las propiedades antioxidantes, el
contenido de compuestos bioactivos, su
actividad y biodisponibilidad [6]. Es dificil
predecir los cambios que una sustancia
sufre bajo las diferentes condiciones de
proceso (por ejemplo: tratamientos
térmicos, secado, etc.), y generalizar su
comportamiento ya que depende en gran
medida de la matriz, la intensidad del



tratamiento, la concentracion de oxigeno,
el tiempo y la presencia de luz [7].

Vitamina C: es un nutriente y actia como
agente reductor en los alimentos [8], esta
vitamina es inestable en los procesos
donde hay contacto con altas
concentraciones de  oxigeno, altas
temperaturas o presencia de enzimas que
la degraden. Su inestabilidad es
confirmada por diferentes  estudios
realizados en una gran variedad de
matrices, Somsub et al. [9] reportan
pérdidas en vegetales tailandeses entre el
14 y el 95%. Y Chuah et al. en pimientos,
fuente reconocida de vitamina, evaluaron
el efecto de tres diferentes operaciones:
microondas, salteado y coccién, tanto en la
vitamina C como en el contenido de
carotenoides, quercetina y luteina [10]. Las
mayores pérdidas de vitamina C se
presentan en la coccion y son directamente
proporcionales al tiempo de exposicion (se
evaluaron 5 y 30min de coccion), en las
otras dos operaciones (tiempo de
exposicion 5min) la reduccion en el
contenido de &cido ascérbico no fue
estadisticamente  significativa. Nuevas
tecnologias de conservacién, como las
altas presiones, reducen de manera
significativa las pérdidas [11].

Antocianinas: son los flavonoides mas
importantes, estan encargados de actuar
como pigmentos y dar coloraciones rojas-
azules a las plantas, atraer insectos y
protegerlas de diferentes patologias y
depredadores [12-13]. Las mayores
pérdidas se presentan por la oxidacion de
las moléculas pero su comportamiento esta
ligado a la naturaleza del alimento y las
condiciones de proceso al que se someta.
El tratamiento con ozono de jugo de mora
[14], fresa [15] y uva [16] disminuye el
contenido significativamente de
antocianinas y vitamina C, esto causa un
cambio en el color del producto y de la
capacidad antioxidante. En el caso de la
uva, la antocianina que presenta mayor
estabilidad es la cya-3-glu en comparacion
con del-3-glu y mal-3-glu. El tratamiento

con UV-C en arandanos [17] maodifica el
contenido de sustancias fitoquimicas:
incrementa los compuestos fendlicos y las
antocianinas, lo que significa un aumento
de la capacidad antioxidante del producto.
Un método estudiado en uva Isabella para
incrementar la vida media de los pigmentos
es la adicion de acido tanico (1:1 p/v) [18],
ademéas se estableci6 que la luz,
temperatura, pH y la presencia de
nitrégeno también son factores que pueden
afectar a las antocianinas.

Quercetina: es un flavonoide que se
presenta como aglicona o unido a un
azlcar, normalmente glucosa. Lombard et
al. [19] y Gorinstein et al. [20] estudiaron
los efectos de diferentes métodos de
coccion de vegetales de bulbo como
cebolla y ajo, en este flavonoide vy
encontraron, como en el resto de
compuestos bioactivos, que la degradacion
depende del tiempo e intensidad del
tratamiento. El contenido de quercetina
disminuye cuando se expone el alimento a
escaldado, horneo o salteo, una estimacion
de las pérdidas estan entre el 18%, 1,3% y
12,6% respectivamente. Los procesos que
implican contacto con agua o0 aceite
disminuyen significativamente el contenido
de compuestos bioactivos, ya sea por la
solubilidad de las sustancias en el medio o
la homogeneidad de las altas temperaturas
gue la operacién requiere.

Estos estudios ratifican que las matrices
juegan un papel importante en la
estabilidad de los compuestos
antioxidantes y que la generalizacion de
los comportamientos no puede ser posible
por la gran cantidad de variables que
influyen en las respuestas a los procesos.

Carotenoides y  Tocoferoles:  estas
sustancias son  reconocidas  como
antioxidantes porque se encargan de llevar
las reacciones iniciadas por los radicales
libres a la etapa de terminacion, las fuentes
por excelencia son los cereales, frutas y
vegetales como la zanahoria, el tomate y la
naranja, entre  otros. Durante el
procesamiento de alimentos la estabilidad



de estas sustancias se relaciona
directamente con la presencia de oxigeno
en el medio, las variaciones de pH y la
presencia de luz, en general se puede
decir que son sustancias mas estables que
la vitamina C, por su caracter liposoluble
[21].

En la elaboracién de una pulpa de mango,
Vasquez-Caicedo et al. analizaron el
comportamiento del B-caroteno frente a
temperaturas de pasterizacién entre 85 -
93 °C por diferentes tiempos de exposicion
(0 - 16 min) [21], se encontr6 que bajo
estas condiciones se favorece la
isomerizacion trans-cis del B-caroteno y
gue se afecta el color de la pulpa, incluso
la biodisponibilidad de la provitamina A, sin
embrago reportan, que bajo las
condiciones de estudio, el 93% de B-
caroteno puede ser retenido. Otro caso en
el que se favorece la isomerizacion como
consecuencia del tratamiento térmico es en
la deshidratacion de zanahorias a
temperaturas entre 60 y 80°C, aunque este
cambio no varia la capacidad antioxidante
del producto medida por el método de
TEAC [22].

En un estudio sobre la luteina y zeaxantina
en dos variedades de maiz sometido a
congelacion y enlatado se encontrg, para
el producto fresco un contenido de luteina
en la variedad White Shoepeg es de 5,5
Mg/100g y de zeaxantina 28,55 g/100g,
para la variedad Golden Whole Kernel 330
pug de luteina/100g y 209 pg de
zeaxantina/100g [23]; valores que no
varian en los productos enlatados y que se
incrementan, como carotenoides totales,
en el producto congelado. Estos datos
permiten concluir que la genética del
alimento es clave en la determinacion de
Ssu composicion y que se puede relacionar
con caracteristicas fisicas como la evidente
diferencia de color que se presenta entre
las variedades. En el jugo de naranja de
Valencia, cultivada en Brasil, el contenido
de luteina y zeaxantina, frente a los
carotenoides totales, corresponde al 23 y
20% respectivamente, estos valores

disminuyen una vez el jugo es pasterizado
y concentrado aunque el andlisis global de
carotenoides luego de los procesos
muestra que las variaciones no son
estadisticamente significativas [24].

La vitamina E pertenece al grupo de los
tocoferoles, es reconocida por ser uno de
los antioxidantes naturales mas efectivos,
las fuentes méas importantes de esta
vitamina son los vegetales, cereales, frutos
secos; Corsini, M. et al. [25] evaluaron el
contenido de tocoferoles en aceite de
palma, aceite de algoddon y aceite de
girasol luego de un proceso de fritura a
180°C, los resultados muestran que en los
tres casos se presentan pérdidas y que
estas se relacionan con el grado de
saturacion de los aceites.

La actividad antioxidante de carotenoides y
tocoferoles se debe al alto grado de
insaturacion y las sustituciones con grupos
hidroxilo presentes a lo largo de la cadena;
cualquier cambio en la molécula afecta sus
propiedades y su capacidad de capturar
los radicales libres.

Licopeno: en comparacion con el f-
caroteno, el licopeno presenta estabilidad
frente a tratamientos térmicos y es mayor
Su resistencia a la isomerizacion [26]. Ha
sido ampliamente estudiado en tomate,
fruto con alto indice de consumo que
contiene una cantidad apreciable de
licopeno donde acttia como antioxidante y
pigmento, estudios puntuales muestran
gue el jugo pasterizado durante el
almacenamiento no presenta variaciones
significativas, esto esta ligado al tipo de
empaque en el que se conserva el
producto, en general se sabe que el
proceso de pasterizacion no degrada la
sustancia y si tiene un efecto positivo en su
biodisponibilidad [27]. Otro proceso
estudiado es el secado por aspersion,
Goula y Adamopolus [28] analizaron los
efectos de las diferentes variables del
proceso en la conservacion  del
antioxidante, el rango de pérdidas que
obtuvieron esta entre el 8,07 y 20,93% y



establecieron que las condiciones en las
gue se presenta una mayor degradacién
son a temperatura y flujo del aire mayores,
ademas de concluir que es importante el
control del tamafio de particula y el grado
de agregacion del producto.

Otra matriz estudiada, con el objetivo de
comprar los resultados con los que se
presenta el tomate, fue la zanahoria.
Mayer-Miebach et al. [29] analizaron las
consecuencias de homogenizar en
presencia o ausencia de aceite de girasol y
secar el vegetal a temperaturas entre 25 y
140°C; para el secado aplicaron dos
métodos: microondas y conveccion, se
encontro que, al igual que en el tomate, en
los procesos de secado, el licopeno
permanece estable y su estabilidad
depende de la temperatura, pero en la
homogenizacion se favorece la
isomerizacién del compuesto y la posterior
degradacion cuando las temperaturas de
secado son mayores a 70°C.

El andlisis del comportamiento de
diferentes grupos de fitoquimicos segun
pérdidas pueden ser minimizadas con el
control de la concentracion de oxigeno en
el medio [31].

Procesos como la fermentaciéon y coccion
junto con algunas reacciones quimicas
inherentes al proceso, pueden ser
culpables de la degradacion de los
compuestos fenolicos; durante la
fermentacion del cacao, por ejemplo, se
disminuyen los sabores amargos Yy
astringentes, caracteristicas organolépticas
relacionadas directamente con el contenido
de polifenoles en el grano [5]. Las
reacciones de Maillard, consecuencia del
calentamiento de un producto vegetal,
favorecen la formacién de sustancias
antioxidantes [32].

Las nuevas tecnologias aplicadas en la
industria de alimentos tienen como objetivo
principal la conservacion de nutrientes, sin
embrago pueden afectar el contenido de
bioactivos, por ejemplo, el ultrasonido
destruye las paredes celulares y expone

operaciones de transformacion se resume
en el Cuadro No 1.

Operaciones de transformacién

El escaldado, contrario a lo que se piensa,
conserva muchas de las sustancias
bioactivas [30] debido a la inactivacion de
enzimas; mientras que el almacenamiento
por largos periodos de un producto fresco
favorece la degradacion (esto obedece a
factores como: actividad acuosa a,, pH,
tiempo, temperatura, concentracion de
oxigeno, etc.) como consecuencia, bajo
estas condiciones, se disminuye la
capacidad antioxidante a una velocidad
determinada por las propiedades del
alimento.

La pasterizacién, proceso en el cual se
logran temperaturas entre los 60-65°C por
tiempos no muy prolongados, trae consigo
una destruccion de compuestos fendlicos,
carotenoides y vitamina C, aunque las

las sustancias a un medio rico en oxigeno,
favorece la formacion de radicales que
disminuyen la capacidad antioxidante total
del alimento; sin embargo los resultados
siempre dependeran de la matriz y las
condiciones de trabajo [33].

CONCLUSION

Las operaciones de transformacion mas
comunes en la industria de alimentos:
escaldado, pasterizacion, coccion y
refrigeracion, entre otros, tienen efectos
sobre los compuestos bioactivos como
vitamina C, polifenoles y terpenos; el
estudio del comportamiento de estas
sustancias en productos procesados
permite conocer la calidad nutricional y
funcional de los alimentos tema critico por
la tendencia actual de consumo.



Cuadro 1. Comportamiento de compuestos bioactivos segun operaciones de transformacién

OPERACION

COMPUESTOS FENOLICOS (CF)

Tratamiento
térmico T>T
ambiente
(escaldado,
coccion,
pasterizacion,
esterilizacion)

Las antocianinas (A) se degradan en innumerables sustancias menos coloridas con
tonalidades naranjas o marrones [34], algunos autores reportan que estos flavonoides son
estables bajo procesos como escaldado, aunque su comportamiento va a depender del
producto que se analice [35]. Las A, en productos enlatados, pueden interactuar con las
paredes metdlicas (si no estan recubiertas) y se favorece la decoloracion. La estructura
quimica determina la resistencia a la degradacion, las moléculas aciladas son mas estables
que el analogo no acilado [34] asi mismo factores como pH, temperatura, presencia de luz,
oxigeno, iones metdlicos enzimas y azlcares afecta la estabilidad en cualquier producto
durante su respectivo proceso [36].

La estabilidad de las A durante los procesos de calentamiento se relaciona con la intensidad y
tiempo del tratamiento, se dice que la cinética de degradacién de las A se comporta de manera
logaritmica con un crecimiento proporcional al aumento de temperatura. Durante el proceso de
coccion para la elaboracion de una mermelada de frambuesa las pérdidas de A estan en el
rango entre el 10 y el 80% dependiendo del tiempo de calentamiento (10-15min) [36].

La degradacion de A en el jugo de grosella negra debido al tratamiento térmico entre los 4-
140°C sigue una cinética de primer orden [37].

El escaldado con vapor de arandanos aumenta considerablemente la capacidad antioxidante
debido a la inactivacién de enzimas y a que se favorece la solubilidad de A [38]. En el caso de
una pulpa de arandanos donde la fruta se escalda a 95°C durante 3min y luego se pasteriza se
presenta una disminucion del 43% en el contenido de A [36].

Un estudio realizado en diferentes frutas cultivadas en el Brasil en fresco y procesadas
muestra que en jugos concentrados o mermeladas el contenido de flavonoides (kampferol,
guercetina o mircetina) disminuye significativamente; pero este valor aumenta cuando la pulpa
es congelada (previamente pasterizada). Esto quiere decir que los tratamientos de coccion son
mucho maés perjudiciales que una simple pasterizacion [39].

En productos como cebollas, brocoli, tomates y espéarragos el contenido de flavonoides
disminuye por procesos de escaldado [12].

El escaldado y la coccidn, por ser ambientes acuosos y de altas temperaturas favorecen la
pérdida de los CF, estas condiciones afectan en gran proporcidon a matrices como la col risada,
el brocoli, la col de Bruselas, el coliflor, la calabaza, las arvejas y el puerro [40-41]. Aunque en
productos como el brdcoli y los frijoles verdes el contenido de CF se mantiene luego de la
coccion [40].

Temperaturas de
refrigeracion o

Este proceso es el que presenta una mayor conservacion de los pigmentos, la estabilidad va a
depender de condiciones como temperatura, pH, contenido inicial de A, acidos orgéanicos y
azlcares. Cuando la congelacion es rapida y el almacenamiento se realiza a bajas
temperaturas se mantiene la integridad de los pigmentos.

En los arandanos (cranberries) se presenta una pérdida del 20% del contenido de antocianinas

congelacion cuando es almacenado a 7°C, pero si la temperatura es de 0°C no hay un cambio en el
contenido de pigmentos [34].
En un jugo de tomate conservado a 4°C durante 91 dias no se ve un cambio significativo en el
contenido de CF [5].
Dlsr_n|nu0|on El proceso de secado al sol de peras disminuye el contenido de flavonoides en un 64% [5]
contenido de agua . . - . o S E
e.g. En un estudio con chiles rojos donde se comparé la actividad antioxidante del producto inicial y

deshidratacion,
evaporacion,
liofilizacién)

luego de la deshidratacién por el sol, horno y horno microondas, se llegé a la conclusion de
gue no hay pérdidas en las propiedades antioxidantes y que el factor que mas influye es el
tiempo de exposicién [42].

Pelado y cortado

En las cebollas se ha encontrado que las pérdidas estan entre el 21-54% del contenido inicial
de flavonoides [12].

Radiacién UV

El mango y fresas tratados por un tiempo prolongado con iluminaciébn UV muestran un
aumento en sus niveles de fenoles totales. En el mango el cambio se atribuye al aumento del
contenido de flavonoides [5]. Un comportamiento similar se observa en arandanos, el
contenido de acido clorogénico, quercetina y resveratrol se incrementa, pero es un efecto que
se debilita con el tiempo [17].

Impulsos eléctricos

Dado que algunos CF confieren color a los productos, el impacto de la aplicacion de impulsos
eléctricos sobre estos podria evaluarse por el andlisis en el cambio de la pigmentacién. En
estudios realizados en bayas (cranberry y fresas) y en jugo de naranja donde se aplicaban
impulsos eléctricos para la conservacion del producto, no se encontraron cambios
significativos en el contenido de antocianinas (en las bayas) ni CF en el jugo de naranja [43].

Altas presiones

El contenido de antocianinas y de fenoles totales en las pulpas de mora y fresa tratadas con




altas presiones el contenido no se ve significativamente alterado [11].

OPERACION

TERPENOS

Tratamiento
térmico T>T
ambiente
(escaldado,
coccion,
pasterizacion,
esterilizacion)

La vitamina A pierde su actividad por oxidacion. Los carotenoides se convierten en epoxidos
por el calentamiento pero en general son estables a los tratamientos térmicos [5].

El B-caroteno presenta isomerizacion y en algunos casos la biodisponibilidad se incrementa
por el dafio de las paredes celulares [34].

Algunos autores han encontrado que el proceso de pasterizacion mejora el contenido de
carotenoides (licopeno, B-caroteno y fitoflueno).

En zanahorias a menor temperatura y tiempos cortos de coccién favorecen la retenciéon del a 'y
B- caroteno. El proceso de escaldado (15 min a 50, 70, 90 °C) no muestra pérdidas
significativas de licopeno [5].

En el pimentdn y en los jalapefios el contenido de provitamina A se ve disminuido en un 25%
después del escaldado [44].

En el tomate los estudios demuestran que el licopeno es estable frente a los procesos que
implican altas temperaturas y aln durante el almacenamiento; si el proceso deteriora las
paredes celulares no se presenta estabilidad de la sustancia porque el efecto protector que
estas ejercen desaparece; Aunque la biodisponibilidad si se ve favorecida [45].

En vegetales como la col risada, el brécoli, la col de Bruselas y el coliflor el escaldado y la
coccién disminuye el contenido de carotenoides [41].

Temperaturas de
refrigeracion o
congelacion

En un estudio realizado en naranja minimamente procesada se encontré que el contenido de
carotenoides, durante el almacenamiento a 4°C, presentaba un ligero aumento. De los
carotenoides presentes en la naranja la luteina, B-criptoxantina y zeaxantina son los de mayor
incidencia, el tnico aumento significativo fue el del B-caroteno [46].

Pigmentos extraidos de la zanahoria, la patata y la cdscara de naranja fueron almacenados a
4°C, 25°C y 40°C y las menores pérdidas luego de 45 dias de almacenamiento se presentaron
en las muestras refrigeradas [47].

En la espinaca el proceso de escaldado seguido del almacenamiento a una temperatura de
congelacion por 24h y luego un proceso de hervido no afecta el nivel de carotenoides del
producto [48].

Disminucién
contenido de agua
(e.g.,
deshidratacién,
evaporacion,
liofilizacién)

Si un producto debe someterse a evaporacion es de esperarse que se presente una
destruccidn parcial de compuestos como los tocoferoles y carotenoides [44].

Condiciones como la presencia de oxigeno, altas temperaturas y una baja actividad acuosa
podrian causar la degradacién del licopeno. Aunque los estudios demuestran que este
compuesto en procesos de secado con aire (condicion de alto estrés oxidativo) presenta una
alta estabilidad pero se recomienda almacenar el producto bajo una atmdsfera de gas inerte
gue evite el contacto con oxigeno y favorezca la estabilidad del compuesto [26,45].

En hojas de espinaca deshidratadas con aire caliente a 65°C previamente tratadas con una
solucion de sal y bicarbonato presenta una pérdida del 12% de B-caroteno, pero no presenta
cambios significativos en el contenido de luteina, violaxantina o zeaxantina.

En mango la deshidratacién induce a la isomerizacion de N-trans-B-caroteno a 13-cis-p-
caroteno. En el pimenton estudios demostraron que al contenido de carotenoides rojos
aumentaba en un 40% [5].

En una variedad de cebolla roja de bulbo se estudi6 el efecto de la liofilizacién sobre la
quercetina y antocianinas, se encontré que éste proceso aumento el contenido en un 32% del
flavonol y en un 25% en las antocianinas [49].

Pelado y cortado

Se presenta pérdida de carotenos debido a la oxidacion, favorecida por el contacto con el aire
[5].

El B-caroteno del mango tajado y almacenado presenta una estabilidad durante 10 meses,
luego de ese tiempo las pérdidas estan alrededor del 50% [5].

Radiacion UV

En el mango el B-caroteno se ve afectado de la misma forma que el &cido ascorbico [5].

Impulsos eléctricos

Los impulso eléctricos, en un jugo de sandia, aumentaron el contenido de licopeno, la
proporcion depende de las condiciones del tratamiento (este mismo comportamiento fue visto
en el jugo de tomate) este aumento se refleja en el aumento de la capacidad antioxidante del
producto [50].

Durante la aplicacién de impulsos eléctricos en un jugo de naranja y zanahoria el contenido de
carotenoides aumento con el incremente del tiempo de tratamiento, pero no se vieron cambios
significativos en un jugo de naranja ni en el contenido de licopeno de un jugo de tomate [43].

OPERACION VITAMINA C

Tratamiento Se presenta pérdida de ésta vitamina debido a procesos oxidativos o degradativos favorecidos

térmico T>T por las condiciones de procesamiento como las altas temperaturas y la presencia de oxigeno
ambiente [44-45].




(escaldado,
coccion,
pasterizacion,
esterilizacion)

En el pimenton y en los jalapefios el contenido de vitamina C se ve disminuido en un 75%
después del escaldado [44].

En el tomate se sabe que las altas temperaturas que se utilizan para la elaboracién del jugo y
la exposicion al oxigeno durante el calentamiento son los factores determinantes en la pérdida
de la vitamina C, la retencién se favorece (95%) cuando se realiza un precalentamiento a 57°C
durante 15s [45].

En vegetales como la col risada, el brocoli, la col de Bruselas y el coliflor bajo procesos de
escaldado y coccion pierden su contenido de vitamina C [41].

Temperaturas de
refrigeracion o

En naranja minimamente procesada y almacenada a 4°C luego de 12 dias disminuye su
contenido de vitamina C aproximadamente 23% [46].

En col silvestre, clementinas y papas, almacenadas inicialmente bajo condiciones comerciales
y luego de molidas congelas a -60°C se encontrd que el contenido de vitamina C durante un

congelacion . Lo -
periodo de 49 semanas disminuy6 para la col y las papas pero permanecié constante para la
clementina,; la variacion ya era significativa a las 12 semanas [51].
Disminucion
contenl(gogde agua | pyrante el proceso de pelado quimico del tomate se presenta una pérdida del 16% del

deshidratacién,
evaporacion,
liofilizacién)

contenido de vitamina C, este valor luego es reducido un 35% debido a la deshidratacién
osmatica [52].

Radiacion UV

En mango fresco y cortado el contenido de acido ascérbico disminuye significativamente luego
del tratamiento prolongado con UV. Se presenta oxidacion de la molécula [5].

Impulsos eléctricos

Un jugo de sandia tratado con impulsos eléctricos a diferentes condiciones (tiempo, voltaje,
etc.) muestra, en general, una disminucién en el contenido de vitamina C que se relaciona con
las condiciones a las que se somete [50].

Altas presiones

En pulpas de mora y fresa tratadas con altas presiones el contenido de vitamina C no se ve
significativamente afectado [11].
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3.Materiales y Métodos
3.1 Muestras

La mora adquirida de un cultivo u bicado la v ereda El Triunfo, municipio de Icon onzo
departamento del Tolima, Colombia en agosto de 2011 para las pruebas de maduracion y

en noviembre de 2011 para el analisis de los efectos del procesamiento.

El agraz se recolecté d e arbustos silvestres e n la vereda Arrayanes del Municipio de

Tinjaca, departamento de Boyacda, Colombia en el mes de diciembre de 2011.

Se seleccionaron tres estados de madurez, asociados al indicador subjetivo de color, que
se denominaron:

Verde: donde el fruto ha desarrollado su tamafo y en su superficie lidera el color verde
con pequefias zonas amarillas y rosadas.

Intermedio: donde lidera el color rosado con pequefias drupas amarillas en la superficie
de la mora y en el agraz la superficie roja.

Cosecha: éste ultimo corresponde al estado en que el agricultor re coge el producto para

comercializarlo, la mora ha desarrollado el color rojo intenso y el agraz morado.

Los analisis se realizaron con un lote de produccién que dividido fue procesado por
duplicado.

3.2 Determinacion del Perfil Aromatico

La nariz electrénica es un equipo que simula las funciones de la nariz humana y da como

resultado un perfil aromatico o huella digital de la muestra [12]. Esta formada por cuatro
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elementos: un sistema de flujo de aire encargado de transportar los compuestos
volatiles de la muestra, un grupo de sensores sensibles a f amilias de sustancias
quimicas e ncargados t ransformar las int eracciones en sefales e léctricas, un
sistema de control qu e permite mediry al macenar la senal y un sistema de
reconocimiento que per mite identificar y clasificar los aromas [13]. L os sensores
son una pieza fundamental del equipo, ya que son los que interactuan, quimica y
fisicamente con los compuestos volatiles, es importante que tengan una alta
sensibilidad, similar a la de la nariz humana, hacia los compuestos quimicos, una
baja sensibilidad a la humedad y temperatura, que sean capaces de reproducir los
resultados, de estabilizarse en las lecturas e  n un periodo corto [13]. A nivel
industrial la aplicacion de ésta técnica de analisis esta tomando fuerza, ya que es
un método no destructivo, arroja resultados en tiempo real y, respecto a un panel

sensorial humano, es mas econémico [14].

La aplicacion de la nariz electronica en el campo de los alim entos ha sido variada
e importante, se ha estudiado la dif erenciacién de alimentos [15-17], la definicion
de huellas aromaticas [18], los pr ocesos de maduracion [19-20], los proceso s
fermentativos, entre otros. Para el analisis de re sultados se utilizan herramientas
estadisticas multivariadas, que per miten realizar el ana lisis sobre todos los datos
sin discriminacién por el numero de variables, teniendo asi una perspectiva global
del comport amiento de la muestra . Para este tipo de an alisis lo s d atos son
arreglados en una e structura de dos vias (matriz) donde cada fila corresponde a
una muestra y cada columna a una variable, cuand o estas matrices son

analizadas por medi o del analisis multivariado, todas las variables so n
consideradas y consecu entemente la informaci6 n extraida representa u na vision

global del sistema.

Se utiliz6 una nariz el ectrénica Airsense Analytics GmbH PEN3 (Alemania), con
10 sensores de 6xido metalico semiconductor (MOS). En el Tabla 1 se especifica

la sensibilidad a grupos de sustancias quimicas.



Capitulo 3 22

Tabla 3-1. Compuestos quimicos a los que responde el arreglo de sensores de la Nariz

Electrénica Airsense.

SENSOR COMPU ESTOS QUIMICOS DETECTADOS
W1C Cagmpuestos aromaticos
W5S Amplio rango de compuestos
W3C Compuestos aromaticos. Amoniaco
W6S Principalmente hidrégeno
W5C Compuestos aromaticos, Alcanos.
W1S Amplio rango, metano
W1W Compuestos azufrados. Terpenos
W2S Detecta alcoholes. Amplio rango
wW2w Compuestos aromaticos. Compuestos organicos
W3S Metano

3.3 Propiedades Antioxidantes

Las metodologias empleadas se  describen detallada mente en los procedimientos

estandares operativos adjuntos como anexos de éste documento.






4. Resultados

4.1 Evaluacién de las propiedades antioxidantes y el
perfil aromatico durante la maduracién de mora
(Rubus glaucus Benth) y agraz (Vaccinium
meridiaonale Swartz)



EVALUACION DE LAS PROPIEDADES ANTIOXIDANTES Y EL PERFIL
AROMATICO DURANTE LA MADURACION DE MORA (Rubus glaucus Benth) Y
AGRAZ (Vaccinium meridionale Swartz)

EVALUATION OF ANTIOXIDANT PROPERTIES AND THE AROMATIC PROFILE
DURING MATURATION OF BLACKBERRY (Rubus glaucus Benth) AND BILBERRY
(Vaccinium meridionale Swartz)

Luisa Juana Bernal Roa’, Laura Angélica Melo Toro?, Amanda Consuelo Diaz Moreno®

RESUMEN

Los frutos como la mora (Rubus glaucus Benth) y el agraz (Vaccinium meridionale Swartz) son
fuentes naturales de sustancias antioxidantes reconocidas por su papel preventivo en el desarrollo
de enfermedades degenerativas. En este estudio se evalud el perfil aromatico por medio de nariz
electronica, las propiedades antioxidantes, el contenido de vitamina C, fenoles y antocianinas
totales durante tres estados de maduracion de mora y agraz. El disefio estadistico que se siguio
fue completamente aleatorio y los resultados muestran que las frutas en el Gltimo estado de
madurez evaluado se diferencian por su perfil aromatico, un contenido mayor de antocianinas (en
el agraz 1,59 mg cyn-3-glu g* y en mora 0,26 mg cyn-3-glu g™) y fenoles totales (en agraz 5,57
mg écido caféico g y 2,68 mg acido caféico g™ en mora). El comportamiento de las propiedades
evaluadas es independiente en cada una de las frutas.

PALABRAS CLAVES: actividad antioxidante, nariz electronica, Folin-Ciocalteu, FRAP,

TEAC.
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ABSTRACT

Blackberry (Rubus glaucus Benth) and bilberry (Vaccinium meridionale Swartz) are natural
sources of antioxidants, they are known for their preventive role in the degenerative diseases.
This study evaluated the aromatic profile through electronic nose, the antioxidant properties,
vitamin C, phenolics and anthocyanins during three stages of blackberry and bilberry ripening.
The statistical design followed was completely random and the results shows differences in
aromatic profile, a higher content of anthocyanins (1,59 mg of cyn-3-glu g™* in bilberry and 0.26
mg of cyn-3-glu g™ in blackberry) and total phenols (5,57 mg of caffeic acid g bilberry and 2.68
mg caffeic acid g blackberry). The behavior of the properties evaluated is independent in each
fruit.
KEY WORDS: antioxidant activity, electronic nose, Folin-Ciocalteu, FRAP, TEAC.

INTRODUCCION
La mora (Rubus glaucus Benth) es una fruta compuesta por drupas que se caracteriza por su color
rojo— azulado y su aroma, es fuente de vitaminas, minerales y fitoquimicos. En Colombia la
especie mas cultivada es la mora de castilla (Rubus glaucus Benth), su cosecha es constante
durante el afio influenciada por la época de lluvias. Para el cultivo se prefieren las alturas
comprendidas entre los 1.800 y 2.000 msnm, no esta claro el cardcter climatérico de este fruto y
adicional es un producto de dificil manejo ya que es altamente perecedero y sensible a dafios
mecéanicos (Perkins-Veazie et al., 2000).
El agraz (Vaccinium meridionale Swartz), también conocido como mortifio o bilderry, es un
arbusto pequefio que presenta dos cosechas en el afio, su fruto es carnoso, de sabor acido con
numerosas semillas, se caracteriza por su color morado oscuro que alcanza una vez madura, las
zonas en las que se encuentra comprende los 2.200 y 3.400 msnm, en los departamentos de

Boyaca y Antioguia se centra la produccion nacional (Ligarreto, 2011). Pertenece al mismo



género de los arandanos, frutos climatéricos que deben ser cosechados en el estado de madurez
sensorial donde se asegura las caracteristicas de aroma y sabor deseables para el consumidor
(Mitcham et al., 1998).

Estos frutos rojos son fuente natural de antioxidantes, el grupo predominante son los acidos
fendlicos (caféico, cumarico, clorogénico y fertlico) y los flavonoides: quercitina, elagitaninos y
las antocianinas responsables de su color (Pietta et al., 2003; Castrejon et al., 2008) las sustancias
cumplen la funcion de retrasar las reacciones de oxidacion, principales reacciones de deterioro,
gracias a la deslocalizacion de los anillos aromaticos que las conforman (Balasundram et al.,
2006), ademas en recientes estudios se ha demostrado la importancia en la prevencion de
enfermedades degenerativas como el Alzheimer y Parkinson (Wang y Stoner, 2008). Es un hecho
que el contenido de compuestos fendlicos en bayas es afectado por diferencias genéticas,

condiciones pre y postcosecha, y ademas el grado de madurez.

Nariz electronica
En las frutas el control de la maduracion es clave a la hora de establecer el punto de cosecha,
condiciones de almacenamiento y la evolucion de sus caracteristicas sensoriales. Durante este
proceso los cambios bioquimicos que sufre el fruto dan paso a la generacion de volatiles, cambios
de color, textura y sabor. Un método no destructivo que proporciona resultados en tiempo real es
la nariz electrdnica, instrumento que emula el proceso olfativo humano, constituido por un
sistema sensible a los volatiles y otro encargado de convertirlo en sefiales eléctricas. Las
aplicaciones en el area hortofruticola han sido diversas: duraznos (Benedetti et al., 2008), peras
(Brezmes et al., 2000), manzanas (Pathange et al., 2006) han sido analizados y distinguidos en las
diferentes etapas de maduracién, operaciones postcosecha (Torri el al., 2010) y fermentaciones

(Bhattacharyya et al., 2007). En frutas como las bayas es reducida la informacién que se



encuentra (Peris y Escuder-Gilabert, 2009) sin embrago fue empleada por Li et al., (2010) en
arandanos para la deteccion de enfermedades.
Para satisfacer la tendencia de consumo de productos naturales que ofrezcan beneficios
adicionales a los de la nutricion, es importante establecer, de manera objetiva, el comportamiento
y composicion de los diferentes alimentos; debido al creciente interés en Colombia en frutas
como la mora y el agraz, y con el objetivo de profundizar en el conocimiento de éstas como
fuentes alimenticias de caracter funcional, este trabajo evalla el comportamiento del perfil
aromatico y las propiedades antioxidantes durante tres estados de maduracion.
MATERIALES Y METODOS
Muestras
La mora fue adquirida en un cultivo ubicado en la vereda El Triunfo, Icononzo- Tolima. El agraz
fue recolectado de arbustos silvestres en la vereda Arrayanes, Tinjaca - Boyaca. Se seleccionaron
tres estados de madurez asociados al indicador subjetivo de color que se denominaron Verde (V),
donde el fruto ha desarrollado su tamafio y en su superficie lidera el color verde con pequefas
zonas amarillas y rosadas; Intermedio (I), donde lidera el color rosado con pequefias drupas
amarillas en la superficie de la mora y en el agraz la superficie roja y Cosecha (C), éste tltimo
corresponde al estado en que el agricultor recoge el producto para comercializarlo, la mora ha
desarrollado el color rojo intenso y el agraz morado.
Para cada analisis fisicoquimico se tomo una parte representativa de la muestra con la que se
procedio a realizar el correspondiente procedimiento.
Anélisis fisico y quimico

Para los andlisis de caracterizacion de frutas se emplearon métodos oficiales:



Humedad: 10g de muestra se secaron a 105°C (Estufa ThermoHeraus Instruments Function Line,
Alemania) durante 4 horas. A.O.A.C. Método Oficial 934.06; A.O.A.C. Método Oficial 934.01.
Esta medicion se realizo por triplicado.
Sélidos Solubles: Se determino el contenido de °Brix con un refractometro segun Norma Técnica
Colombiana NTC 4624. La determinacion se realizé por triplicado.
pH y Acidez: titulacion potenciométrica (SCHOTT Handy labpH11) segin meétodo Norma
Técnica Colombiana NTC 440 y A.O.A.C. Método Oficial 942.15.

Determinacién perfil aromatico
Se utiliz6 una nariz electronica Airsense Analytics GmbH PEN3 (Alemania), con 10 sensores de
6xido metélico semiconductor-MOS (Tabla 1).
Se pesaron 25g de muestra que se dejaron estabilizar en una camara hermética a temperatura
ambiente (aproximadamente 15°C) durante 5 min, el tiempo de lectura fue de 150s con un flujo

de camara de 70ml min™ y un flujo de inyeccién de 60ml min™.

Las lecturas de las muestras se realizaron aleatoriamente dejando un tiempo de 450s de limpieza
de sensores entre analisis para evitar efectos indeseables en las respuestas causadas por arrastre

(Zuluaga et al., 2011).



Tabla 1. Compuestos quimicos a los que responde el arreglo de sensores de la Nariz

Electronica Airsense.

SENSOR COMPUESTOS QUIMICOS DETECTADOS

Wi1C Compuestos aromaticos
W5S Amplio rango de compuestos
W3C Compuestos aromaticos. Amoniaco
W6S Principalmente hidrogeno
W5C Compuestos aromaticos, Alcanos.
W1S Amplio rango, metano
Wiw Compuestos azufrados. Terpenos
W2S Detecta alcoholes. Amplio rango

W2W  Compuestos aromaticos. Compuestos organicos

W3S Metano




Vitamina C
La extraccidn se realizd con agua destilada, antes de la inyeccion se purificd la solucion con un
cartucho de limpieza Cig. Para la deteccion y cuantificacion se empleé cromatografia HPLC
(Jasco Bomba PU980, Detector UV/VIS975), una columna de intercambio idnico Phenomenex
Rezex ROA-Organic Acid H+ 8% a un flujo de 0.5ml/min con fase mévil H,SO, 4mM a
temperatura ambiente. La longitud de onda empleada fue 254nm. Los datos se reportan como
pmol de vitamina C g™ fruta fresca (Shui y Leong, 2002; Castafieda et al., 2009). Se pesaron 20g
de fruta y se homogenizaron (ultraturrax IKA T18 Basic, Alemania), se agregd 20ml de solucion
de extraccién, se agitd en vortex y luego en plancha de agitaciobn magnética. La mezcla se
centrifug6 durante 10minutos (Tecnovetro 4235, Italia), este procedimiento se repitié dos veces
con el sdlido y los extractos se llevaron a un volumen de 100ml con solucidon de extraccion. Cada
muestra se realizé por triplicado y fue almacenada a -18°C hasta el analisis.
Contenido total de antocianinas
El método empleado fue el pH diferencial A.O.A.C. Método Oficial 2005.02 los resultados se
reportan como mg de cianidina-3-glucésido (cyn-3-glu) g™ fruta fresca.
Contenido de fenoles totales
Para la determinacion del contenido de fenoles totales se utilizé el reactivo Folin-Ciocalteu
(Panreac, Espafa), método empleado por Vasco et al. (2008) y Oliveira et al. (2011). La longitud
de onda a la que se realizo la lectura fue 765nm y la cuantificacion se hizo con referencia a una
curva de calibracién de 4cido caféico, Sigma Aldrich, (R?=0,995) los datos se reportan como mg
de 4cido caféico g™ fruta fresca.
Capacidad antioxidante
En TEAC la decoloracién del radical fue leida a 734nm luego de 6min de reaccion. Cada extracto

fue leido por triplicado y los resultados se reportan como pmol de trolox g* fruta fresca con



respecto a una curva de calibracion de Trolox 97%, Sigma Aldrich, (R=0,989). (Murcia et al.,
2009)

Para FRAP 330pul de extracto fueron mezclados con 10ml de una solucién elaborada a partir de
buffer de acetato pH 3,6 (300nM), TPTZ diluido en HCI (40 mM) y FeClz (20 mM) en relacion
10:1:1 respectivamente. La reaccién se llevo a cabo por una hora y la lectura se realizé a 593nm.
Cada extracto fue leido por duplicado y los resultados se reportan segun curva de calibracién de
trolox (R?=0,996) en mmoltrolox g™ fruta fresca (Gorinstein et al., 2009; Miiller et al., 2010).

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante Analisis de Varianza ANOVA de una via, en conjuncion
con una prueba de comparaciones multiples de Tukey-Kramer, empleando un alfa de 0,05. Por
otra parte, como técnica multivariada se realizo analisis de componentes principales- PCA para la
exploracién de los datos obtenidos con la nariz electronica. Los diferentes analisis estadisticos

fueron llevados a cabo en el software MATLAB v. 7.9 (Mathworks, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION
La mora de castilla es un fruto no climatérico su madurez esta determinada por cambios en el
color, tamafio, porcentaje de acidez y contenido de solidos solubles segin NTC 4106. Para esta
fruta se diferencian siete estados de maduracion, las muestras evaluadas seglin comparacion de
°Brix con los valores estandar se encuentran en una etapa cero que corresponde al estado verde;
tres, estado intermedio y cinco, estado de cosecha. Se puede observar (Tabla 2) que a medida que
el fruto madura, aumenta la humedad y disminuye el porcentaje de acidez. Los cambios de pH no

se hacen notorios en estos estados.



Tabla 2. Comportamiento fisicoquimico de la mora durante la maduracion

Mora %Humedad pH % Acido malico °Brix

\Y 81,96+1,69 a 2,88+2,83e-2 a 2,53+4,19¢e-1 ab 5,49+8,13e2 a
I 87,30+3,40e-1 ab 2,76%£9,90e-2 a 3,09+553e-2 a 6,60+1,07e-2 b

C 88,34£1,89 b 292+148e-1 a 1,86%6,04e-2 b 7,36%x1,17e-2 ¢

Media + DE; DE = Desviacion estandar. Promedios con letras diferentes en una misma columna

presentan diferencias significativas. *Nivel de significancia p<0,05



En el agraz, ademas de los cambios evidentes de color, pardmetros como el pH y la concentracion
de sélidos solubles también fueron indicadores de la maduracion del fruto (Tabla 3). El estudio
del agraz esta tomando fuerza dado su caracter silvestre, Rodriguez et al. (2007). reportan para el
estado de cosecha un valor de acidez aproximado de 1,44%, el comportamiento de esta fruta es
similar al del arandano ya que pertenecen al mismo género (Castrején et al., 2008).
Perfil Aromatico

La liberacién de compuestos aromaticos, junto con la pérdida del color verde y del sabor acido,
es uno de los cambios presentes durante la maduracion de cualquier fruta.

El analisis de componentes principales para la mora (Figura 1 y 2) muestra que el estado de
madurez verde e intermedio se distingue del estado de cosecha por la respuesta de un grupo de
sensores sensibles a la presencia de grupos funcionales aromaticos de baja polaridad, W1C, W5S,
W3C y W5C (Tabla 1). En el estado cinco de maduracion se puede considerar la presencia de
terpenos, alcoholes, metanol y compuestos aromaticos dado el grupo de sensores que muestran
respuesta: W6S, W1S, W2S, W3S, W1W y W2W. Los resultados siguen lo encontrado en un
estudio realizado con los volatiles de la mora en estado de consumo donde se reporta la presencia
de acido benzoico, 2-heptanol, terpen-4-ol, etil y metil benzoato (Meret et al., 2011) ademas en el
género Rubus sp. durante la maduracion se favorece la produccion de alcoholes, aldehidos,
esteres y cetonas (Perkins-Vezzie et al., 2000). El agraz (Figura 3 y 4) expone el mismo
comportamiento de la mora, la fruta en estado de cosecha puede ser diferenciada de los otros dos
estados por los sensores que responden a sus volatiles con grupos funcionales aromaticos,
alcoholes y terpenos; estudios en el género Vaccinium sp. reportan la presencia de 1-hexanol, 2-

hexen-1-ol, 2-hexenal, 2-butil-1-octanol, hexadecanol, entre otros (Diban, 2008).



Tabla 3 Comportamiento fisicoquimico del agraz durante la maduracion.

Agraz %Humedad pH % Acidez(acido citrico) °Brix

V7 84,13+3.27e-1 a  2,99+00 a  1,84%2,71le-4 a 7,2+7,07e-2 a
13 83,73+6.35e-1 a 2,96+7,07e-3 b 1,85+1,33e-2 a 9,6+7,07e-2 b
c' 83,34+6.53e-1 a 3,05%7,07e-3 ¢ 1,72+1,10e-1 a 99+14le-l b

Media + DE; DE = Desviacion estandar. Promedios con letras diferentes en una misma columna
presentan diferencias significativas. 'V: verde, °I: intermedio, C: cosecha. *Nivel de

significancia p<0,05
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Figura 1 Gréafico de puntaje (Score Plot) de las muestras de mora, el PCA calculado explica el

68.68% de la varianza.

Figura 2 Grafico de pesos (Loading Plot) de las muestras de mora, cada variable es un sensor de

la nariz electrénica.
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Figura 3 Gréafico de puntaje (Score Plot) de las muestras de agraz, el PCA calculado explica el

72,66% de la varianza.

Figura 4 Grafico de pesos (Loading Plot) de las muestras de agraz, cada variable es un sensor de

la nariz electrénica.



En los graficos de puntaje, que explican en cada caso mas del 50% de la varianza de los grupos,
junto con los gréficos de pesos se muestra que hay diferencia entre perfiles aromaticos de mora 'y

agraz por el grupo de sensores que responde durante la maduracion.

Contenido de Vitamina C
La vitamina C tiene actividad biol6gica como antioxidante debido al doble enlace y las
sustituciones de dos grupos hidroxilo que tiene dentro de su estructura quimica, se sintetiza en las
plantas como respuesta a condiciones de estrés y adicional su concentracion esta determinada por

factores genéticos. (Asard et al., 2004)

Las muestras evaluadas contienen entre 13,46 y 22,48 pg de vitamina C g™ de mora y 23,09 y
25,06 g de vitamina C g™ de agraz (Tabla 4); en ninguno de los casos se presentan diferencias
significativas, sin embargo el valor p de la mora por estar tan préximo al valor alfa (p=0,057)
sugiere que en uno de los estados de madurez el contenido es diferente, segun las medias el valor
corresponde al primer estado de maduracién donde se presenta alta variabilidad; contrario a lo
esperado, que el contenido de vitamina C aumenta para la muestra de mora evaluada del estado
cero al estado tres, esto podria explicarse por el comportamiento no climatérico y la variabilidad

en las practicas agricolas y condiciones ambientales.



Tabla 4 Propiedades antioxidante de mora y agraz durante la maduracion.

Vitamina C Antocianinas Fenoles Totales TEAC pumol FRAP mmol
ug g™ Totales mg g* mg g™ Trolox g™ Trolox g™*

Mora
VI 13,46+2,07a" 1,89e-2+9,03e-3a 3,33%£7,30e-2a 33,29+5,56a 42,37+1,42a
I® 21,99+76le-la 5,67e-2+2,69e-2a 2,92+2,79e-1b 32,43+7,24a 37,11+5,55b
c'  2248+3,60a 2,57e-1+4,35e-2b 2,68+2,48e-1b 30,22+9,42a 17,30+0,71c
Agraz
VI 2497+799-1a  3,49e-2+7,72e-3a 4,69+7,57e-2a 30,71+2,96a 39,70+5,00a
18 25,06+3,20a 3,21e-1+2,27e-2b 4,74+1,01e-1a 34,81+1,24b 39,52+1,28a
c" 23,09+2,53¢-1a 1,5949,34e-2c 5,57+2,67e-1b 44,40+3,33c 54,45+3,56b

Media + DE; DE = Desviacion estandar. Promedios con letras diferentes en una misma columna
presentan diferencias significativas. V: verde, ®I: intermedio, "C: cosecha. *Nivel de significancia

p<0,05



Se ha reportado en el género Vaccinium sp. acumulacion durante la maduracion de vitamina C y
compuestos fenolicos (Cocetta et al., 2012), comportamiento que corresponde a lo encontrado en
el agraz. Rodriguez et al. (2007). reportan un contenido de vitamina C mas alto, alrededor de 80
Hg de vitamina C g™ fruta fresca, en el agraz en estado de cosecha. En la tabla de composicion de
la USDA, (2010) se aprecian valores para la mora (blackberry) y el ardndano (blueberry) de
209,72 y 97,24 pg de vitamina C g™ fruta fresca respectivamente, mayores en comparacién con
los encontrados para las frutas en cosecha evaluadas. Es importante considerar las condiciones
ecofisiologicas de los frutos que determinan la composicion y afectan algunos patrones de
comportamiento.
Contenido de Antocianinas

La mora y el agraz son por excelencia fuente de antocianinas, los flavonoides mas importantes
encargados de atraer insectos en las plantas y protegerlas de diferentes patologias y depredadores
(Brown et al., 2006; Chemler et al., 2009) en general su estructura esta ligada a un azlcar e
incluso pueden estar copolimerizadas esto afecta su disponibilidad y cuantificacion (A.O.A.C.,
2005). Diferentes fuentes que han identificado las antocianinas presentes en la mora y los
arandanos y reportan como antocianina predominate la cyn-3-glu (Dai et al., 2009; Garzon et al.,
2010)

Durante la maduracion el contenido de antocianinas aumenta y para la sintesis la célula emplea
acido siquimico y acido maldnico (Chemler et al., 2009) en el caso de la mora no se presenta
diferencias significativas entre el estado verde e intermedio y se observa un aumento de casi 14
veces en el estado de cosecha, respecto al valor inicial. Chen, Q. et al., (2012) reportan
contenidos muy bajos de antocianinas en las primeras etapas de maduracién, 0,106 mg cyn-3-glu
g*fruta fresca y el valor maximo, 1,46 mg cyn-3-glu g™ *fruta fresca, lo encuentran en el punto

mas alto de maduracion estudiado. El agraz muestra en los tres estados un contenido



significativamente diferente y respecto al estado verde, el estado de cosecha presenta 45 veces
mas antocianinas.
Los contenidos de antocianinas encontrados en mora y agraz permiten comparar el estado de
cosecha de la mora con el estado intermedio del agraz y concluir que entre las frutas maduras el
agraz es una fuente importante de estas sustancias bioactivas.

Contenido de Fenoles Totales
La concentracion de compuestos fendlicos incluso de nutrientes, vitaminas, minerales, entre
otros, responde a multiples factores ambientales y genéticos, la composicién de un alimento
nunca es constante y por esto no es extraiio encontrar diferencias entre frutas e incluso en un
mismo cultivo, por ejemplo, se ha encontrado que las hojas y frutos que estan en contacto directo
con la radiacién solar presentan un mayor contenido de compuestos fendlicos, vitamina C y
carotenoides, que los que se encuentran bajo la sombra (Brown et al., 2006; Vicente et al., 2009).
El contenido de fenoles totales en el caso del agraz, en cualquier estado de maduracion, es mayor
que el de la mora, ademas, mientras en el agraz aumentan los polifenoles en la mora disminuyen.
La diversidad de compuestos presentes en cada fruta sumado a que el método de Folin-Ciocalteu
puede responder a sustancias no necesariamente polifenélicas como aminas aromaticas e incluso
el &cido ascérbico (Magalhdes et al., 2008), también puede influenciar el resultado final.

Capacidad Antioxidante

El poder antioxidante de una fruta puede ser medido por diferentes metodos in vitro, que
permiten hacerse una idea de la capacidad que tiene la muestra para secuestrar radicales libres
(Niki, 2010). Los métodos no competitivos que emplean ABTS®" y el complejo
[Fe(11)(TPTZ),]*, introducen un radical en la muestra y cuantifican en qué cantidad fue inhibido
por accion de las sustancias alli presentes. Seglin datos de la Tabla 4 bajo los dos métodos

analiticos empleados el agraz presenta el mismo comportamiento, el estado de cosecha tiene una



capacidad antioxidante mayor que el estado verde. La mora no evidencia cambios significativos
de la capacidad antioxidante evaluada por TEAC, mientras que por FRAP el estado de cosecha
presenta una capacidad menor valor que en el estado verde. En general el agraz en el estado de
cosecha tiene mejores propiedades antioxidantes que la mora.
CONCLUSIONES

El contenido de s6lidos solubles, el perfil aromatico y el contenido de antocianinas permiten
diferenciar los estados de madurez de mora y agraz. Las propiedades antioxidantes durante la
maduracion de cada fruta son independientes, mientras que en la mora se presenta una
disminucién en el agraz se evidencia un incremento y en general mejores caracteristicas que
hacen de este fruto un alimento atractivo.
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ABSTRACT

RATIONALE: Fruit processing is performed with the aim of prolonging product life, this
causes chemical and physical changes that depend on the nature of the product and influences the
soluble solids, vitamin C, and antioxidants contents, among others. The Andes berry (Rubus

glaucus Benth) and bilberry (Vaccinium meridionale Swartz) are characterized by their source of
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bioactives, especially anthocyanins, antioxidant phenolic compounds; these fruits are used in
juices, jams, and smoothies, which generally use pulp or fruit concentrate as raw materials. The
importance of bioactive compounds in consumer trends, due to their preventive role in the
degenerative diseases, marks a stage in the research and development of food; consumers want to
know the effects processing has on these compounds, changing the nutritional characteristics.
AIM: This study evaluated the effect of pulping and concentration operations on the antioxidant
capacity and vitamin C, phenol and anthocyanins contents in Andean blackberry and bilberry.
METHODS: Antioxidant capacity was estimated with in vitro and non competitive methods, the
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) method measuring discoloration in the radical
cation ABTS®" and the FRAP (Ferric Reduction Antioxidant Power) method quantified the
reduction of Fe** to Fe®* in the complex Fe**[TPTZ]. These two methods are To determine the
total phenolic content, Folin-Ciocalteu reagent was used, and with the official method of pH
differential, total monomeric anthocyanin content was established. Vitamin C was analyzed by
high performance liquid chromatography HPLC. RESULTS: The results show that vitamin C
does not differ significantly in the process. Furthermore, the values for anthocyanins, total
phenols, and antioxidant capacity increased with pulping due to the solubility and availability of
bioactive compounds but decreased during concentration. CONCLUSION: Pulping and
concentration operations, common in fruits, affect antioxidant properties and the effect depends

on the characteristics of the fruit and the process conditions to which it is subjected.



RESUMEN

ANTECEDENTES La transformacion de frutas se realiza con el objetivo de prolongar la vida
atil esto ocasiona cambios quimicos y fisicos que dependen de la naturaleza del producto e
influyen en el contenido de sélidos solubles, vitamina C, sustancias antioxidantes, entre otros. La
mora (Rubus glaucus Benth) y el agraz (Vaccinium meridionale Swartz) se caracterizan por ser
fuente de bioactivos en especial antocianinas, compuestos fendlicos antioxidantes; estas frutas
son utilizadas en jugos, mermeladas y batidos, donde generalmente se emplean pulpas o
concentrados de frutas como materias primas. La importancia que tienen los compuestos
bioactivos en las tendencias actuales de consumo, debido a su papel preventivo en enfermedades
degenerativas, marca una etapa en la investigacién y desarrollo de alimentos, el consumidor
desea conocer los efectos que tiene el procesamiento en estos compuestos para establecer los
cambios en las caracteristicas nutricionales. OBJETIVO este trabajo evalla el efecto de las
operaciones de despulpado y concentracion de mora y agraz sobre la capacidad antioxidante,
contenido de vitamina C, fenoles y antocianinas totales. METODOS se estim6 la capacidad
antioxidante por dos métodos in vitro no competitivos, TEAC (actividad antioxidante en
equivalentes trolox) que mide la decoloracion del cation radical ABTS®" y el método FRAP
(poder antioxidante reduccién del hierro) que cuantifica la reduccién del Fe** a Fe?" en el
complejo Fe**[TPTZ]. Para la determinacién del contenido de fenoles totales se empled el
reactivo Folin-Ciocalteu, y con el método oficial de pH diferencial se establecid el contenido de
antocianinas totales monoméricas. La vitamina C fue analizada por medio de cromatografia
liquida de alta eficiencia HPLC. RESULTADOS los resultados muestran que la vitamina C no

presenta diferencias significativas durante el proceso. De otra parte los valores de antocianinas,



fenoles totales, y capacidad antioxidante aumentan en el despulpado por la solubilidad y
disponibilidad de los compuestos bioactivos pero disminuyen durante la concentracion.
CONCLUSION el despulpado y la concentracion, operaciones comunes en las frutas, afectan
las propiedades antioxidantes y el efecto depende de las caracteristicas de la fruta y las

condiciones del proceso a las que se somete.

KEYWORDS:  Anthocyanins, Folin-Ciocalteu, FRAP, TEAC, Food Handling

PALABRAS CLAVES: Antocianinas; Folin-Ciocalteu; FRAP; TEAC; Manipulacion de

alimentos

INTRODUCTION

Fruits and vegetables are used for both fresh consumption and processing; during processing, the
nutritional composition may be altered, including the antioxidant properties, bioactive content,
activity and bioavailability (1). It is difficult to predict the changes that these compounds may
present under different process conditions and generalize the behavior, because it depends
largely on the matrix, the treatment intensity, oxygen concentration, time and the presence of
light, among other factors (2 -3). In this respect, it has been reported that vitamin C and phenolic
compounds are susceptible to degradation during different processing operations (4).
The Andes berry and bilberry are natural sources of phenolic acids (caffeic acid, coumaric,
chlorogenic and ferulic) and flavonoids such as quercetin, ellagitannins and the most recognized,

anthocyanins, producing the red and purple colorations (5-6); antioxidant substances that play an



important role against oxidation reactions. These fruits are marketed both as fresh and processed
products: juices and jams (7), and are also used in the manufacture of intermediate products such

as pulps and concentrates.

This study aimed to evaluate the effect of fruit pulping and concentrate operations on the

antioxidant properties and vitamin C, phenol and anthocyanins contents.

MATERIALS AND METHODS

Samples

The Andes berry was acquired from a crop located at El Triunfo, in the municipality of
Icononzo, in the Tolima department, Colombia. The bilberry was collected from wild bushes in
Arrayanes, in the municipality of Tinjaca, Boyaca department, Colombia. The selected samples
showed harvest maturity stages, after harvest, the fruit was selected and divided, one group for
physicochemical analysis and the other stored at -18 °C until processing; before and after each

operation a sample was taken for various physicochemical determinations.

Physicochemical analysis

— Humidity: 10 g sample was placed in an oven (Heraeus Function Line thermo oven, USA) at

105 °C for 4 hours. AOAC Official Method 934.06; AOAC Official Method 934.01.

— Soluble Solids: 10 g of macerated fruit was used to determine the soluble solids content, °Brix,

by refractometer according to Colombian Technical Standard NTC 4624.



— pH and acidity: a potentiometer was used (Schott Handylab PH11, USA) for both pH

determination and potentiometric titration according to Colombian Technical Standard NTC 440

and AOAC Official Method 942.15.

Processing operations

Fruit processing was performed on a laboratory scale. The pulping employed a food processor
which homogenized the fruit and then the seeds were removed with the aid of a sieve. The
concentration of the pulp was performed on a hot plate (IKA MAG C HS 7, Germany) at 75 ° C
(temperature control IKA ETS D5, Germany). Figure 1 shows the flow diagram of the unit

operations performed on Andes berry and bilberry.

FRESH FRUIT
WASHING
----------------- > S
PULPING
§ €
ir“"P_a_tr_n_;_T_=_7_5_°_C““:E<---- CONCENTRATION

S: sample

Figure 1. Flowchart of the fruit transformation process



Fruit pulping is carried out as an intermediate stage in the production processes of juices, sauces
and jams; removing the inedible material, skins and seeds, and homogenizing and sieving the

remaining product.

Fruit pulp concentration removes some of the water by evaporation to extend its useful life,
increasing solids and decreasing water activity. Additionally, volume and weight is reduced
which reduces transport and storage costs (8). When a fruit is subjected to concentration it is
exposed to temperatures above 70 °C for extended periods of time, an operation that generates
changes in sensory characteristics: color, aroma and flavor, and different authors have even

reported significant losses of vitamin C (1-2, 9-10) and some flavonoids (2, 11).

Vitamin C

Distilled water was used as an extraction solvent for vitamin C, before injection, the solution was
purified with a Cyg cleaning cartridge to remove sugars and anthocyanins. Detection and
quantitation were performed with a HPLC (Jasco PU980 pump, Detector UV / VIS 975, USA) in
an ion exchange column Phenomenex Rezex ROA- OrganicAcid H + 8% at a flow of 0.5 ml
min? with mobile phase H,SO, 4mM at ambient temperature. The wavelength reading was
254nm (12). Each sample was extracted in duplicate and the data reported as mg of vitamin C g™*

fresh fruit.



Extraction of antioxidants

The solvent used for the extraction of antioxidant compounds was 96% ethanol (Chemi, Italy),
acidified with 1% glacial acetic acid (JT Baker, USA). 20g of whole fruit was homogenized with
20ml of the extraction solution in an Ultraturrax (IKA T18 Basic, Germany), the previously
stirred mixture was centrifuged (centrifugal Tecnovetro 4235, Italy); this procedure was repeated
twice more with the obtained solid and the extracts were brought to a volume of 100ml with the
extraction solution. Three extracts were taken from each sample and stored at -18 ° C until

analysis (13).

Determination of total anthocyanins

The methodology is described in the AOAC Official Method 2005.02 procedure of differential
pH; each extract was read in duplicate and the results reported as mg of cyn-3-glu g™ of dry

sample.

Determination of total phenols

The Folin-Ciocalteu reagent (Panreac, Spain) was used at a wavelength of 765nm, quantification
was performed with reference to a calibration curve of caffeic acid, Sigma Aldrich, USA, (R? =
0.995), each extract was read in duplicate and the results are reported as mg of caffeic acid g™

dry sample (14-15).



Determination of antioxidant capacity
TEAC

Discoloration of the ABTS *" radical at 734nm was determined after 6 min of reaction with
respect to a Trolox calibration curve (6-hydroxy-2 ,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxylic acid)
97%, Sigma Aldrich, USA, (R* = 0.989), each extract was read in triplicate and the results

reported as pmol of trolox g dry sample (4, 15).

FRAP

A volume of 330ul of extract was mixed with 10ml of a solution prepared from acetate buffer pH
3.6 (300nm), TPTZ diluted in HCI (40 mM) and FeCI3 (20 mM) in a 10:1:1 ratio respectively.
The reaction time was one hour and the reading was taken at 593nm. Each extract was read in
duplicate. The results are reported according to a Trolox calibration curve (R* = 0.996) in

mmolTrolox g™ dry sample (16-18).

Statistical Analysis

The data were analyzed according to an ANOVA one-way, in conjunction with a Tukey-Kramer
multiple comparison test, using an alpha of 0.05. Different statistical analyses were carried out

with MATLAB software V. 7.9 (Mathworks, U.S.A.).
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Harvested fruits were pulped and then concentrated at 75 °C and atmospheric pressure until a

soluble solids content greater than 50% of the initial fruit ° Brix was reached (19); the

physicochemical results and antioxidant properties are summarized in Table 1 for Andes berry

and Table 2 for bilberry.

Table 1. Physicochemical and antioxidant characteristics for the transformation process of

Andes berry.

Andes Berry Primary Material Pulped Concentrated
Humidity% 87.60+1.12 |a| 93.18+0.01 |b| 89.05+0.09 |a

°Brix 7.56+£0.01 |a 6+0.00 b| 10.3+0.00 |c

pH 2.88£0.00 |a| 2.85+0.00 |a| 2.8#0.01 |a

Malic acid % 2.86%0.00 a| 2.44+0.09 |a| 3.64+0.03 |a

Vitamin C mg g dry fruit 0.28+0.04 a| 0.79+£0.05 |b| 0.27+0.01 |a
Total Anthocyanins mg g* dry iruit 2.75+0.28 a| 3.98+0.15 |b| 3.18+0.21 |c
Total Phenols m?ﬂ‘jiﬁe'c acidg™dry | 18494036 |a| 2056£032 |b| 16.01#0.19 |c
TEAC pmol Trolox g™ dry fruit 155.20+27.33 |a|199.45+14.20| b |120.9845.19|c
FRAP mmol Trolox g™ dry fruit 200.06+£23.16 |a | 228.96+8.77 |b|163.34+8.14 |c

Reported Value Mean = SD, SD = standard deviation

Means with different letters in the same row differ significantly

The Andes berries and bilberries presented humidity and pH within the expected values,

humidity between 85 and 95% and pH between 2.5 and 4.5.
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Table 2. Physicochemical and antioxidant characteristics for processing operations of bilberry.

Bilberry Primary Material Pulped Concentrated
Humidity % 82.65+0.37 |a| 85.15+0.20 |b| 78.9+0.29 |c
°Brix 11.1+0.14 |a| 10.5+0.14 |b| 16.3+0.14 |c
pH 2.95+0.01 |a| 2.94+0.03 |a| 2.87+0.00 |a
Acidity % (citric acid) 2.22+0.018 |a| 2.13#0.01 |a| 2.88#0.01 |a
Vitamin C mg/g dry fruit 0.13+0.05 a| 0.22#0.09 |a| 0.13+0.00 |a
Total Anthocyanins mg g™ dry fruit 4.97+0.38 a| 4.46x0.04 |b| 3.64+0.04 |c
Total Phenols mg caffeic acid g™ dry fruit| 23.78+0.94 |a| 21.47+0.48 |b| 17.70£1.62 |c
TEAC pmol Trolox g™ dry fruit 194.5546.09 |a |183.24+8.85|a| 157.79+9.00 |b
FRAP mmolTrolox g™ dry fruit 196.20£1.45 |a |182.61+8.18|a|161.18+13.71|b

Reported value mean + SD, SD = standard deviation

Means with different letters in the same row differ significantly

DISCUSSION

The composition of a food can be used as an index of quality and can be affected by
environmental and genetic factors (20-21). The Andes berries used for the pulping process had a
maturity stage of five, according to NTC 4106, where the fruit has completed its development in

line with °Brix and color (22).

Studies on maturation in berries differentiate four maturity stages: the first where the surface is
green and the fruit has developed its size and shape; a stage where the berry has lost the initial
coloring in exchange for a red skin which changes to purple in the next stage of harvesting and a
final stage of ripeness. The sample used for comparison processing was in a stage of maturity

that could be classified as stage three (5, 23).
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Humidity of the Andes berry (93.18%) and bilberry pulp (85.15%), compared to that of their
fresh fruit (87.60% and 82.65% respectively), presented higher values because part of the solid
matter had been removed as is the objective of the pulping process. Acidity and pH are
physicochemical parameters that were maintained without significant differences throughout the
process.

The antioxidant capacity data found for fresh fruits (Andes berry 24.80 mg Trolox g™ fresh fruit
and bilberry 35.70 mg Trolox g™ fresh fruit) had significant differences with respect to other
tropical fruits like araza, Eugenia stipitata (11.4 micromol Trolox g* fresh fruit), borojo,
Borojoa sorbilis (3.88 micromol Trolox g™ fresh fruit) and banana passion fruit, Passiflora
tarminiana (114 micromol Trolox g™ fresh fruit) (24), these red fruits have better antioxidant
characteristics; the bilberry has a higher content of anthocyanins and total phenols compared to
the Andes berry and during the processing operations antioxidant capacity, by the TEAC
method, in the bilberry presented a 19% loss while the Andes berry decreased 22%, total phenols
were considerably affected, in both fruits, in the concentration stage; the loss exceeded 10%.
In the Andes berry, the vitamin C content significantly increased in the pulping stage but
decreased during concentration, to the extent that there was no significant difference with the
initial value. The total anthocyanins, total phenols and in general the antioxidant capacity
behavior were favored in the pulping stage and affected by the concentration step. In the
bilberry, vitamin C content remained constant during processing; total anthocyanins, total phenol
and antioxidant capacity decreased during different processing operations. The chemical nature
of the bioactive is a key factor, but not exclusive, to determine stability during processing;

pulping and concentration incorporate air, disrupt cellular structures that can release enzymes
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(25), increase temperature and in general induce change in the metabolism of the fruits, which

6can change their antioxidant composition (26).

The stability of vitamin C is dependent on oxygen concentration, temperature and pH (10); the
results differ from the majority of reports made where processes such as breaking, cooking or
pasteurizing decrease the content in vegetables such as the tomato, cabbage and broccoli (10,
27). Variations of vitamin C found in Andes berry and bilberry are minimized by the thermal
process, eg 1.31 mg g™ dry fruit in bilberry pulp and 1.29 mg g™ dry fruit in bilberry concentrate;
this behavior corresponds to that found in other fruits such as plums, cherries and peaches (28),

where pH values are comparable.

The operations of peeling, cutting, grinding and pulping favor the release of the polyphenol
oxidase enzyme which catalyzes the polymerization reactions using flavonols and
hydroxycinnamic acids as substrates; this can, according to overall composition, affect the
antioxidant capacity (26). The results obtained, under conditions of the previously described
process, in Andes berry show that this phenomenon does not significantly affect the antioxidant
capacity, while in the bilberry, total phenol content decreased without significant alterations in
the TEAC and FRAP values. In the prickly pear fruit (Opuntia ficus indica Mill), similar
behavior was reported to that of bilberry, while the total phenol content decreased after six days
of storage, the antioxidant capacity was not altered in the evaluated period (29).
Different studies show that phenolic substances such as ellagitannins present in these berries
decrease after heating (7) which is consistent with that found for the antioxidant capacity in fruits
evaluated during concentration of the pulp. Thermal treatments such as pasteurization, which

maintains a temperature between 72 and 75 °C for a short time 15-20s, lead to the moderate
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destruction of phenolic compounds and vitamin C, although losses can be minimized by
controlling the oxygen concentration (2); under the conditions under which they were handled,
the samples favored degradation by exposure to high temperatures for prolonged periods of time.
The stability of anthocyanins generally depends on the pH value of the medium and the presence
of ions and proteins (30). The difference between the behavior of anthocyanins in Andes berry
and bilberry can be explained by the slightly basic pH in bilberry, anthocyanins are more stable
at acidic values when the quinonoidal or flavylium cation structure predominates, when there is
an increase in the temperature, sugar is lost which binds to the molecule and forms a colorless
structure (13, 31). In a particular case of berry pulp subjected to 93 °C for 10 minutes and then
pasteurized, a loss of 43% of anthocyanins was reported (30), which is consistent with the loss of

26% in the concentrated bilberry product.

CONCLUSIONS

The results suggest that the processing of fruit has an effect on the antioxidant properties of
Andes berry and bilberry that depends on the stability of the bioactive substances of the
vegetable origin matrix, its pH, the presence of the polyphenol oxidase enzyme and the process
conditions; concentration has a greater detrimental effect on the antioxidant capacity of the fruit
than pulping. In Andes berry, pulping improves vitamin C content and antioxidant properties by
availability of compounds, while concentration decreases the antioxidant capacity. In bilberry,

pulping and concentration reduced the antioxidant properties of the product.
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69 Evaluacién de las Propiedades Bioactivas de Mora (Rubus glaucus) y Agraz
(Vaccinium meridionale Swartz), en Fresco y Durante Procesos de

Transformacioén

5.2 Analisis de la capacidad antioxidante en frutos
rojos durante el proceso de obtencion de pulpa

Il Conferencia Internacional en Manejo Poscosecha y Calidad de Productos
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ANALISIS DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN FRUTOS ROJOS

DURANTE EL PROCESO DE OBTENCION DE PULPA

ANTIOXIDANT CAPACITY ANALYSIS OF RED FRUITS DURING PULP

PROCESS
Luisa Bernal Roa', Consuelo Diaz-Moreno?
RESUMEN

Las pulpas de fruta, por ser un producto intermedio, ocupan un lugar destacado entre de los
derivados hortofruticolas. Para su obtencidn, la fruta es sometida a diferentes operaciones
de transformacion que pueden comprometer sus caracteristicas bioactivas; por esta razon es
importante evaluar el comportamiento de la capacidad antioxidante durante el proceso. Se
hicieron pruebas con pulpa de agraz (Vaccinium meridionale Swartz), fresa (Fragaria
ananassa), mora (Rubus glaucus) y uva lIsabella (Vitis vinifera). Durante el proceso de
despulpado se determingé el contenido de fenoles totales y las propiedades antioxidantes por
medio de los radicales libres DPPH y ABTS, en el producto fresco, escaldado, despulpado
y pasterizado. Las frutas frescas reportan un contenido de fenoles, en mg de é&cido
caféico/g, entre 0,48 - 5,14 y los productos terminados entre 0,46 - 6,76, la mayor
capacidad antioxidante la tiene el agraz. EI proceso al que se somete la uva no afecta el

contenido final de fenoles, en la fresa se observa una disminucién contrario al caso del
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agraz y la mora. La capacidad antioxidante es dependiente del método de evaluacion, la
mora y agraz, segun DPPH, no presentan cambios entre las diferentes etapas, en la fresa y
la uva se presenta una disminucion luego del despulpado y utilizando el método del TEAC

se observa que los tratamientos térmicos afectan las matrices evaluadas.

ABSTRACT

Fruit pulps, despite of being an intermediate product, have an outstanding place among
horticultural derivatives. In order to obtain this pulp, the fruit is submitted to several
transformation operations that could affect their bioactive characteristics, for this reason is
important to evaluate the antioxidant properties during the process. Tests were performed
by using pulps of theses fruits: blueberry (Vaccinium meridionale Swartz), strawberry
(Fragaria ananassa), andean blackberry (Rubus glaucus) and Isabella grape (Vitis vinifera).
Throughout the pulping process there were analyzed the total polyphenol content and
antioxidant properties with DPPH and ABTS free radical, in fresh, blanched, pulped and
pasteurized product. The fresh fruits had between 0,48 - 5,14 mg cafeic acid/g of total
polyphenols and the finished products between 0,46 - 6,76 mg cafeic acid/g, the highest
value of antioxidant capacity was from blueberry. The amount of polyphenols in Isabelle
grape was not affected by the process, however in strawberry this property decreased
meanwhile in blueberry and blackberry increased. The antioxidant power depends on the
method of analysis; blueberry and blackberry did not show changes between the stages,

strawberry and grape decreased their antioxidant power after the pulp stage, under DPPH



analysis. On the other hand, the ABTS free radical method showed thermal treatments had

an effect on the different evaluated fruits.

PALABRAS CLAVE

Procesamiento, mora, agraz, fresa y uva Isabella

INTRODUCCION

Las frutas como mora, agraz, fresa y uva
son fuentes reconocidas de vitaminas y
polifenoles ademdas sus caracteristicas
sensoriales, aroma y color, las hacen muy
atractivas al consumo [1]; aunque su
composicion depende del estado de
madurez y de las diferentes condiciones
ambientales bajo las que fueron
cultivadas, también el manejo poscosecha
y los procesos de transformacion pueden

alterar el contenido de bioactivos [2-5].

La vitamina C, las antocianinas, la
quercetina y la catequina, entre muchos
otros compuestos antioxidantes presentes
en éste tipo de frutas [2, 6-7], son

sustancias responsables de proteger a las

células de los radicales libres, autores de
algunos dafios estructurales. Debido a
éste comportamiento se ha estudiado el
efecto que tienen en la salud humana y se
ha encontrado que su consumo puede
prevenir la aparicion de enfermedades
cancerigenas y degenerativas [8-11] por
lo que resulta de gran importancia
determinar el efecto de los procesos de
transformacion sobre las propiedades
antioxidantes. El trabajo tiene como
objetivo evaluar el efecto de un proceso
industrial de obtencidn de pulpa sobre las
propiedades antioxidantes de agraz
(Vaccinium meridionale Swartz), fresa
(Fragaria ananassa), mora (Rubus

glaucus) y uva Isabella (Vitis vinifera).



MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS
Las frutas analizadas fueron muestras
comerciales de agraz (Ag), fresa (Fr),
mora (Mo) y uva Isabella (U) sometidas a
un proceso de obtencién de pulpa.

CARACTERISTICAS
ANTIOXIDANTES

EXTRACCION COMPUESTOS
ANTIOXIDANTES
Para la extraccion de los compuestos
antioxidantes se utilizé etanol al 96%
(Chemi) acidificado 1% con &cido acético
[12].
Se pes6 20g de producto homogenizado,
al que se le agregd 20ml de solucién de
extraccion y se agitd durante en vortex y
luego durante un tiempo prolongado en
plancha de agitacion magnética. La
mezcla se centrifugd a 4500 rpm durante
10min (centrifuga Tecnovetro 4235), este
procedimiento se repitié dos veces mas

con el solido obtenido y los extractos se

llevaron a un volumen de 100ml con

solucion de extraccion.

FENOLES TOTALES
Para la determinacion del contenido de
fenoles totales se utilizé el reactivo Folin-
Ciocalteu (Panreac), método empleado
por [13-14]. La longitud de onda
empleada fue a 765nm y la cuantificacion
se realiz6 utilizando una curva de
calibracion de acido caféico, Sigma
Aldrich, (R?=0,997).

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE-
TEAC
El método para la determinacion de la
capacidad antioxidante es el propuesto
por [14-15]. La decoloracién del radical
se determind a 734nm luego de 6min de
reaccion. La cuantificacion se realizé con
respecto a Trolox, (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico)
97%, Sigma Aldrich, (R?=0,999), se

reporta como mmol de trolox/g muestra.



CAPACIDAD ANTIOXIDANTE-
DPPH
Método  propuesto por [16], la
decoloracion del radical se determind a
515nm luego de 5min de reaccion a 40°C.
Los resultados se reportan como 1Cso:
cantidad de muestra necesaria para
disminuir el 50% del contenido de DPPH
inicial (mg muestra/ml de DPPH) a
mayor valor, la capacidad antioxidante es
menor.

PROCESO DESPULPADO
En un proceso de obtencién de pulpa las
etapas dependen de la matriz y de las
caracteristicas fisicoquimicas,
microbioldgicas y sensoriales deseadas en
el producto final. En la iError! No se
encuentra el origen de la referencia. se
puede observar el diagrama de flujo del
proceso, en el agraz se incluyd una etapa
de escaldado para ablandar los tejidos de

la pared celular del fruto. La pasterizacion

de la mora y del agraz se realiz6 en

marmita abierta contrario al caso de la

uvay la fresa.

ANALISIS ESTADISTICO
Los datos se analizaron por medio del
ANOVA de una via y la prueba de Tukey

(a=0,05)

l Recepcion l

{

l Seleccion l

l Empaque l

l

l Congelacion l

Producto 5 T™
Terminado
P

i Etapas-Condiciones que dependen de
' lamatriz procesada

TM: Toma de Muestra
Figura 1 Diagrama de Flujo Proceso

Despulpado

RESULTADOS Y DISCUSION

Las antocianinas son las sustancias
responsables del color rojo-morado que
caracteriza a las frutas evaluadas; su

contenido se relaciona con los resultados



encontrados en los andlisis de fenoles
totales y capacidad antioxidante [17-18];
el agraz y la mora son las frutas que

reportan los valores més altos (ver jError!

No se encuentra el origen de la referencia.)

aun  después  del proceso  de

transformacion, mientras que la uva se

encuentra en la Ultima posicion.

Tabla No. 1 Resultados Propiedades Antioxidantes

Fenoles Totales mg &c caféico/g muestra

TEAC mmol Trolox/g muestra

DPPH mg muestra/ ml de DPPH

+ PT +
6,13E-02 0,464a 1,05E-02
528E-02 1,425¢c 2,85E-02
5,68E-02 3,088e 4,49E-02
9,06E-02 6,755g 3,55E-01

F
6,641E-03a
1,051E-02¢c
2,481E-02e
3,882E-02g

F
U | 0482a
Fr | 1517b
Mo | 2,383d
Ag | 5,138f

+

6,06E-04
7,56E-04
2,15E-03
1,73E-03

+ PT +
1,15 12,923b 1,27
491E-02 2,885d 0,13
6,29E-02  1,024f 2,21E-02
546E-02 1,282e 8,01E-02

PT +
3,440E-03b  3,31E-04
1,255E-02d  3,30E-04
2,846E-02f 2,18E-03
4,491E-02h  5,80E-03

F
10,158 a
2,471c
0,970f
1,250e

F: Fruta Fresca, PT: Producto Terminado

El contenido de fenoles totales en la uva
no se ve afectado por el proceso, mientras
que en el caso de las propiedades
antioxidantes se presenta una disminucion
significativa en la etapa de pasterizacion,
segun el método del TEAC el fruto fresco
reporta 6,641e-3 y la pulpa pasterizada
3,656e-3 mmol Trolox/g muestra;
mientras que DPPH disminuye de 10,158
en la fruta fresca a 13,475 mg muestra/ml
DPPH en la pulpa pasterizada, éste ultimo
diferencias

valor no presenta

significativas con el valor reportado para

el producto terminado. ElI cambio de las

propiedades antioxidantes puede

presentarse por la degradacion de
vitaminas, tal como la vitamina C, que
afectan el comportamiento antioxidante

general.

La fresa presenta una diferencia
significativa entre el contenido de fenoles
del producto fresco y el terminado, la
disminucién es significativa desde la
etapa de pasterizacion (1,405mg 4cido

caféico/g muestra), en las siguientes



operaciones este valor no presenta
variacion estadistica, esto se confirma con
los resultados para DPPH, el valor de la
fruta fresca disminuye en el despulpado a
un valor de 2,876mg muestra/ml DPPH.
La capacidad antioxidante segun TEAC
presenta cambios significativos desde la
etapa de despulpado, el valor aumenta a
1,246e-2mmol  Trolox/g muestra vy
permanece estadisticamente estable por

las siguientes etapas del proceso.

La mora y el agraz presentan un
comportamiento similar en cada una de
las metodologias de analisis empleadas; la
etapa de pasterizacion favorece el
contenido de fenoles y la capacidad
antioxidante por el método TEAC; segun
el radical DPPH no hay cambios
significativos dentro del proceso. Estas
frutas cuentan con las  mejores
caracteristicas en fresco dentro del grupo

evaluado y conservan sus propiedades

antioxidantes luego de la pasterizacion en

marmita abierta, donde se presenta un
contacto con oxigeno del aire y una

evaporacion de agua.

CONCLUSIONES

Las propiedades antioxidantes se ven
afectadas por las operaciones de
transformacion a las que se someten las
frutas, el comportamiento depende tanto
de la naturaleza de la muestra como del
proceso. El tratamiento térmico de
pasteurizacion modifica las caracteristicas
antioxidantes, y en el caso del agraz el
escaldado no afecta sus propiedades. Del
grupo de frutas evaluado se destacan las
caracteristicas antioxidantes del agraz y la
mora que se ven favorecidas durante el
proceso de despulpado, mientras que la
fresa y la uva presentan valores
comparativamente menores y el proceso

disminuye sus propiedades antioxidantes.
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5.3 Evaluacion del perfil aromatico y propiedades
antioxidantes durante la maduraciéon de mora (Rubus
glaucus Benth)

Il Conferencia Internacional en Manejo Poscosecha y Calidad de Productos Horticolas de
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Evaluacién del perfil aromético y propiedades antioxidantes durante la maduracién mora

(Rubus glaucus Benth)

Aromatic profile and antioxidant properties during blackberry (Rubus glaucus Benth)

ripening
Luisa Juana Bernal**, Laura Angélica Melo? Consuelo Diaz-Moreno®
RESUMEN

El seguimiento del proceso de maduracion en un fruto es un aspecto de gran interés ya que
facilita el manejo postcosecha y determina el potencial de transformacion agroindustrial. Durante
la maduracion, las frutas experimentan reacciones bioquimicas complejas que se evidencian en el
desarrollo de las propiedades organolépticas caracteristicas y en el cambio de composicion. Con
el objetivo de establecer el comportamiento del perfil aromatico y de las propiedades
antioxidantes de la mora de castilla (Rubus glaucus Benth) durante su maduracion se evaluo en
tres estados: verde, intermedio y cosecha el perfil aromatico utilizando nariz electronica, la
capacidad antioxidante, y el contenido de antocianinas y fenoles totales. Los resultados muestran
que el estado de cosecha se puede distinguir con la evaluacion del perfil aromatico y el contenido
de antocianinas; en la mora verde el contenido de fenoles totales es apreciable respecto a los otros
dos estados, y la capacidad antioxidante no presenta diferencias significativas entre las muestras

evaluadas.

! Ingeniera Quimica. Estudiante Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos- Universidad Nacional de Colombia Sede
Medellin, Instituto de Cienciay Tecnologia de Alimentos — ICTA, Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota y Sede
Medellin. ljbernalr@unal.edu.co

2 Ingeniera Quimica. Universidad Nacional de Colombia. Departamento de Ingenieria Quimica y Ambiental Universidad Nacional
de Colombia, sede Bogota. lamelot@unal.edu.co

% Ingeniera de Alimentos. PhD. Calidad, Seguridad y Tecnologia de Alimentos, Profesora Asistente. Instituto de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos — ICTA. Universidad Nacional de Colombia amcdiazmo@unal.edu.co

* Autor a quien debe dirigir la correspondencia: ljbernalr@unal.edu.co


mailto:ljbernalr@unal.edu.co
mailto:lamelot@unal.edu.co
mailto:amcdiazmo@unal.edu.co
mailto:ljbernalr@unal.edu.co

ABSTRAC

Monitoring of the ripening process in fruit is an aspect of great interest as it facilitates the
postharvest handling and determines the potential of agro-industrial processing. During
maturation, fruits undergo complex biochemical reactions that are evident in the development of
the characteristic sensory properties and the change in composition. In order to establish the
behavior of the aromatic profile and antioxidant properties of castilla blackberry (Rubus glaucus
Benth) during maturation, the fruit was evaluated in three states: green, intermediate and harvest,
the aromatic profile using electronic nose, the antioxidant capacity and anthocyanin and total
phenols content. The results show that the state of harvest can be distinguished by evaluation of
aroma profile and content of anthocyanins, in the green blackberry the total phenol content is
appreciable compared to the other two states, and the antioxidant capacity does not differ

significantly between the evaluated samples.
Palabras clave: antocianinas totales, fenoles totales, TEAC, nariz electrénica, PCA.

INTRODUCCION caracteristico, es un producto de dificil

manejo ya que es muy sensible a dafios
La mora es una fruta compuesta por drupas

) ) mecanicos. Ademas de las sustancias
que se caracterizan por su color rojo y su

o nutritivas que la componen esta fruta se
aroma, es una buena fuente de vitaminas,

) ] ) ) encuentran metabolitos secundarios que le
minerales y fitonutrientes. En Colombia la

o ) ) confieren caracteristicas de aroma, color y
especie méas cultivada es la mora de castilla

] sabor [2-3]. Algunos de los compuestos que
(Rubus glaucus Benth) aunque no esta claro

) o hacen parte de este grupo de bioactivos son
su caracter climatérico [1] es cosechada

) los flavonoides al cual pertenecen las
cuando ha desarrollado su color rojo-morado



antocianinas, compuestos antioxidantes que
tiene la capacidad de reducir a una sustancia
pro-oxidante, aun estando en baja
concentracion y promover la formacién de
productos con baja toxicidad [4]. Los
beneficios que se les atribuyen abarcan
desde la proteccion del sistema circulatorio

hasta la prevencion de enfermedades

neurodegenerativas y cancer [2, 5].

Tradicionalmente los métodos empleados
para establecer el grado de madurez en las
frutas sacrifican la integridad del fruto, en
ocasiones consumen gran cantidad de tiempo
[6-7] y pueden resultar ambiguos respecto a
los resultados del analisis sensorial, entre
estos procedimientos se encuentran las
pruebas de textura, concentracion de solidos
solubles, determinacién de pH y acidez, y
técnicas mas avanzadas de cromatografia
para la identificacion y cuantificacion de
azucares y acidos organicos. Una técnica no
destructiva con la que se pueden diferenciar

los cambios en el perfil aromatico durante la

maduracion es la nariz electronica, un
dispositivo que a bajo costo por analisis
describe el comportamiento del conjunto de
sustancias quimicas volatiles presentes en el
fruto. En el pais el uso de este equipo ha sido
escaso, por lo que su aplicacion representa
una innovacion en el analisis de frutas y

vegetales.

El objetivo del trabajo consiste en establecer
el comportamiento de la mora en tres estados
de maduracion desde la evaluacion del perfil
aromatico, el contenido de antocianinas
monomeéricas, el contenido de fenoles totales

y la capacidad antioxidante.

MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS

La mora de castilla fue recolectada en la
vereda EI Triunfo en el Municipio de
Tolima,

Icononzo, Departamento de

Colombia. Se seleccionaron tres estados de



madurez, asociados al color, que se
denominaron:

Verde: el fruto ha desarrollado todas sus
drupas, en su superficie lidera el color verde
con algunas drupas amarillas y rosadas.
Intermedio: el fruto ha desarrollado todas
sus drupas, en su superficie lidera el color
rosado con algunas drupas amarillas.
Cosecha: éste Ultimo corresponde al estado
en que el agricultor recoge el producto para
comercializarlo, la fruta ha desarrollado el

color rojo intenso en toda la superficie.

ANALISIS FISICOQUIMICOS

— Humedad: método descrito en A.O.A.C.
Official Method 977.21

— Solidos Solubles: método descrito en
A.O.A.C.Official Method 932.12

— pH y Acidez: método descrito en Norma
Técnica Colombiana NTC 440 vy

A.O.A.C.Official Method 942.15.

PERFIL AROMATICO

Se utiliz6 la nariz electrénica Airsense
Analytics GmbH PEN3 —  Schwein,
Alemania, que cuenta con 10 sensores de
oxido metalico semiconductor (MOS) que se
muestran en la Tabla 1. Se pesaron 25g de
muestra que se dejaron estabilizar en una
camara hermeética a temperatura ambiente
durante 5 min antes de la lectura que se
realizé durante 150s con un flujo de cAmara
de 70ml/min y un flujo de inyeccién de

60ml/min.

CARACTERISTICAS ANTIOXIDANTES
EXTRACCION COMPUESTOS

ANTIOXIDANTES

Para la extraccion de los compuestos
antioxidantes se utilizo etanol al 96%
(Chemi) acidificado 1% con &cido acético
[8]. A 20g de producto homogenizado se le
agregaron 20ml de solucidn de extraccion, se
agitd durante un minuto en vortex y luego
durante un tiempo prolongado en plancha de

agitacion magnética.



Tabla 1. Compuestos quimicos a los que
responde el arreglo de sensores de la Nariz

Electronica Airsense

COMPUESTOS QUIMICOS

SENSOR DETECTADOS

wWicC Compuestos aromaticos
W5S Amplio rango de compuestos
W3C Compuestos aromaticos. Amoniaco
W6S Principalmente hidrégeno

Alcanos, compuestos aromaticos,
W5C compuestos

Menos polares
W1S Amplio rango, metano
WI1W Compuestos azufrados. Terpenos
W2S Detecta alcoholes. Amplio rango
W2W Compuestos aronjét_icos. Compuestos
organicos

La mezcla se centrifugo durante 10 minutos
(Centrifuga  Tecnovetro  4235),  este
procedimiento se repitié dos veces mas con
el solido obtenido y los extractos se llevaron

a un volumen de 100ml con solucién de

extraccion.

ANTOCIANINAS TOTALES
El analisis del contenido total de
antocianinas monoméricas se realizé

siguiendo el método propuesto en A.O.A.C.

Official Method 2005.02 pH diferencial, los

resultados se reportan como mg de cy-3-

glu/100g muestra fresca.

FENOLES TOTALES
Para la determinacion del contenido de
fenoles totales se utilizo el reactivo Folin-
Ciocalteu (Panreac), método empleado por
[9-10]. La longitud de onda de la lectura fue
a 765nm y la cuantificacion se realizd
utilizando una curva de calibracién de &cido

caféico, Sigma Aldrich, (R?=0,997).

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE-
TEAC
El método empleado para la determinacion
de la capacidad antioxidante es el propuesto
por [10-11]. La decoloracion del radical se
determind a 734nm luego de 6min de
reaccion. La cuantificacion se realizd con
respecto a Trolox, (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico) 97%,

Sigma Aldrich, (R?=0,999), y se reporta

como pmol de trolox/100g muestra fresca.



ANALISIS ESTADISTICO
Los datos se analizaron por medio del
ANOVA de una via y la prueba de Tukey

(0=0,05)

Tabla 2

RESULTADOS Y DISCUSION

Las condiciones de humedad, acidez y
contenido de sélidos solubles se presentan en

la

Tabla 2 Propiedades fisicoquimicas de las muestras de mora evaluadas

%Humedad +SD | pH+SD | % Ac malico+ SD | °Brix
Verde | g1 9566 +16851 | 2,88 003 | 2,53  +0,42 5
Intermedio | 575981 103400 | 276 010 | 309  +0,06 6
Cosecha | g5 3393 118923 | 292 +015| 1.86 0,06 7

El comportamiento del conjunto de las
muestras es el caracteristico de cualquier
fruta, la humedad, el pH y los °Brix
aumentan con el tiempo de maduracién vy el

porcentaje de acidez disminuye.

PERFIL AROMATICO

El estado verde e intermedio de maduracion
se diferencian del estado de cosecha (ver
Figura 1) por el grupo de volatiles que
liberan, las respuestas de los sensores W1C,

W5S, W3C y W5C que los describen (ver

Figura 2) se deben a compuestos aromaticos
de baja polaridad que se pueden asociar a
cadenas largas, mientras que los demas
sensores responden a sustancias organicas de
cadena corta (Ver Tabla 1); durante la
maduracion el metabolismo de las frutas
simplifica las cadenas largas de almidones y
de algunos acidos organicos que dan origen
a volatiles caracteristicos, estudios del
comportamiento en el género Rubus sp. han

mostrado que se favorece la produccion de

alcoholes, aldehidos, esteres y cetonas [1]
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Figura 2 Loading Plot de las variables de la nariz electrénica

CONTENIDO DE Dentro de las caracteristicas sensoriales de la

ANTOCIANINAS TOTALES mora el color juega un papel muy



importante, las responsables son las
antocianinas, compuestos antioxidantes que
se producen en las vacuolas de las células [8,
12] y se sintetizan durante la maduracion
[13]. En la Figura 3 se puede ver que el
contenido varia de 1,9 mg de cyn-3-glu a
25,7 mg de cyn-3-glu, un aumento
significativo de casi 14 veces en el estado de
cosecha.

En el género Rubus sp. se ha reportado la

presencia de antocianinas como: cianidina-3-

glucosido, cianidina-3-arabinosa, cianidina-
3-xylosa, peonidina-3-glucosido, cianidina-
3-rutinosido, entre otros, sin embargo los
datos muestran que el contenido de cyn-3-
glu es superior [14-16]. Esta antocianina
tiene sustituciones de grupos hidroxilo (OH)
que hacen que dé totalidades rojas-purpuras
y absorba aproximadamente a una longitud

de onda de 520nm [17].

Prueba de Tukey

Contenido de antocianinas totales

Verde — —_—

Intermedio ~ —

Cosecha

1
15 20 25 30

mg cyn-3-glu/100g muestra fresca
The means of groups 1 and 3 are significantly different

Figura 3 Prueba de Tukey para el contenido de antocianinas

durante la maduracién de mora

CONTENIDO DE FENOLES TOTALES

La sintesis de antocianinas consume algunos

de los é&cidos polifendlicos presentes



inicialmente en el fruto[13, 18] por lo que es
de esperarse que el contenido de fenoles
totales disminuya durante la maduracion (ver
Figura 4), este comportamiento es acorde al
presentado por la mayoria de bayas como el
arandano, la cereza y el agraz, que presentan
un alto contenido de acidos

hidroxicindmicos 'y que durante la

maduracion presentan ~ cambios  de
composicién [19-20].

Entre los estados de maduracion intermedia
y de cosecha no se presentan diferencias
estadisticamente  significativas, = Acosta
Montoya et al [21] reporta el mismo
comportamiento en Rubus adenotrichus

Schital.

Prueba de Tukey

Contenido de fenoles totales

Verde -

Intermedio - +

Cosecha - -

1 | |
250 260 270 280 290

| | 1 1
310 320 330 340 350

mg dc. caféico/100g muestra fresca
2 groups have means signiicantly different fram Group 1

Figura 4. Prueba de Tukey para el contenido de fenoles totales

durante la maduracion de mora

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE-TEAC
La Figura 5 muestra que no se presentan

cambios estadisticamente significativos del

poder antioxidante durante la maduracion,
aunque se sabe que los acidos fendlicos y

algunas vitaminas, como la vitamina C,



disminuyen durante este proceso [22-23] la
formacién de otras sustancias, en este caso

antocianinas, compensan los cambios en la

capacidad antioxidante, sin embargo este
comportamiento depende en gran medida de

factores genéticos y ambientales [24].

Prueba de Tukey
Capacidad antioxidante- TEAC

Verde -

Intermedio — »

Cosecha-

1 1 1
2400 2600 2800 3000 3200

1 1 1
3400 3600 3800 4000 4200

umol de Trolox/100g muestra fresca
No groups have means significantly different from Group 1

Figura 5. Prueba de Tukey para la capacidad antioxidante medida por TEAC

durante la maduracién de mora

CONCLUSIONES

El comportamiento general de la Mora de
Castilla concuerda con el de bayas como el
arandano, fresa y agraz, donde la
concentracién de antocianinas, la humedad y
la concentracion de solidos solubles
incrementa  durante el proceso de
maduracion del fruto y el contenido de

compuestos fendlicos totales disminuye.

La nariz electronica permite monitorear el
proceso de maduracion en un fruto, en la
mora el perfil aromatico en las etapas
tempranas de  maduracion  muestra
predominancia de compuestos volatiles de
caracter aromatico poco polar, y en estados
avanzados, presencia significativa de
compuestos organicos aromaticos, asi como

de hidrégeno y gases de respiracion.
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5.4 Influencia de los tratamientos térmicos sobre la
capacidad antioxidante de espinaca (Spinacea
oleracea)
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INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS SOBRE LA CAPACIDAD

ANTIOXIDANTE DE ESPINACA (Spinacea oleracea)

INFLUENCE OF HEATING PROCESSES IN ANTIOXIDANT CAPACITY OF SPINACH

(Spinacia oleracea)

Juan F. ROMERO R.*, Luisa J. BERNAL R.?, Consuelo Diaz—Moreno®

RESUMEN

La espinaca (Spinacea oleracea) es una hortaliza que se destaca por el contenido de sustancias
antioxidantes, se ha encontrado que estas contribuyen en la proteccién contra la mutagénesis, la
carcinogénesis y el envejecimiento. Sin embargo por conservacion, inocuidad y aspectos
sensoriales la hortaliza es usualmente sometida a procesos térmicos que pueden afectar el
contenido de estas sustancias. Para evaluar los posibles efectos del procesamiento en el contenido
de compuestos antioxidantes se sometid una muestra comercial a operaciones térmicas comunes:
escaldado y pasterizado, en cada etapa se analizd el contenido de fenoles totales y la capacidad
antioxidante total por los métodos TEAC y FRAP. EIl estudio sefiala diferencias entre las
operaciones térmicas evaluadas, el escaldado no altera significativamente las propiedades
antioxidantes y la pasteurizacion aumenta los valores tanto de capacidad antioxidante como el

contenido de fenoles totales.
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ABSTRACT

Spinach (Spinacea oleracea) is noted by the substantial content of antioxidants; it has been found

that these substances contribute to the protection against mutagenesis, carcinogenesis and aging.

However, due to conservation, safety and sensory aspects, spinach is usually submitted to thermal

processes that can affect its composition. In order to evaluate the possible effects of processing, a

commercial sample of spinach was submitted to common thermal operations: blanching and

pasteurization. Total phenols content and total antioxidant capacity were analyzed at each stage

by TEAC and FRAP methods. It was found differences among the evaluated thermal operations,

blanching did not significantly alter the antioxidant properties and pasteurization increased the

values of both antioxidant capacity and total phenols content.

Keywords: blanching, pasteurization, TEAC, FRAP, Folin-Ciocalteu

INTRODUCCION

La espinaca (Spinacea oleracea) es una
hortaliza destacada por su contenido de
antioxidantes [1],la principal funcion de
éstos es contribuir en la proteccion del
organismo de dafios como la mutagénesis,
carcinogénesis 'y el  envejecimiento;
causados por las especies reactivas de

oxigeno[2] [3]. Es usual que la espinaca sea

sometida a procesos térmicos a fin de

conservarla y asegurar su inocuidad. Estas
operaciones se destacan por estar entre las
que afectan en mayor proporcion el
contenido de compuestos antioxidantes,
generar cambios en la composicién quimica
del vegetal y en la disponibilidad bioquimica
[4]. Mazzeo et al [3] y Hunter y Fletcher [5]
reportan que los tratamientos con vapor
ocasionan un aumento y significativo de la
capacidad antioxidante total. EI cambio

observado en el estudio de Mazzeo et al [3]



fue justificado por la alteracion en los
carotenoides y polifenoles. Por otro lado, el
proceso con vapor determind un aumento del
valor de la actividad antioxidante total de la
espinaca, acorde a los resultados obtenidos

por Turkmen et al [4].

Considerando la importancia y la escasez de
informacion disponible sobre los efectos de
los tratamientos térmicos en este vegetal, el
propdsito del trabajo es evaluar la influencia
de dos operaciones térmicas comunes:
escaldado y pasteurizacion, sobre la
capacidad antioxidante total y el contenido

de fenoles totales.

MATERIALES Y METODOS

Muestra y Procesamiento

La muestra fresca se adquirio en un mercado
local, fue despojada de la raiz, lavada con
agua del grifo y desinfectada con solucion de
hipoclorito de sodio (200  ppm).

Posteriormente se escald6 con vapor durante

3min y luego se realizd un choque térmico.
Parte de la muestra escaldada fue pasterizada
a 75°C durante 13min en un recipiente de
acero inoxidable cerrado, el vegetal fue
empacado en caliente y luego se sumergié en

agua fria.

Materia seca

Se aplico la metodologia descrita en

A.O.A.C. Official Method 977.21

Obtencion y preparacion de extractos

La extraccion se realiz6 en tres etapas con
20 ml de etanol al 96%, se centrifugd y en
cada oportunidad el sobrenadante fue
filtrado y recolectado para llevar finalmente

a un volumen de 100ml.

Capacidad antioxidante total

Las propiedades antioxidantes fueron
evaluadas en el producto fresco, escaldado y
pasteurizado. EI  método para la
determinacion de la capacidad antioxidante

es el propuesto por [6-7]. La decoloracion



del radical se determind a 734nm luego de
6émin de reaccion. La cuantificacion se
realizd con respecto a Trolox, (6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico)

97%, Sigma Aldrich, (R°=0,999).

Para la determinacion de la capacidad
antioxidante por FRAP se empled el método
propuesto por [8-10] en el que 330ul de
extracto se mezclaron con 10ml de una
solucion elaborada a partir de buffer acetato
pH 3,6 (300nM), TPTZ diluido en HCI (40
mM) y FeCI3 (20 mM) en relacion 10:1:1
respectivamente. La reaccion se llevd a cabo
por 1 hora y la lectura se realiz6 a 593nm.
Los resultados se reportan segin curva de

calibracion de trolox (R2=0,996).

Fenoles Totales

El contenido fendlico total fue determinado
de acuerdo con el método de Folin-Ciocalteu

[11]. Los resultados se reportaron en mg de

acido caféico por 100 gramos de materia

Seca.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante la
ejecucion de ANOVA vy la prueba de Tukey
con 95% de confianza (p<0,05) para

determinar diferencias significativas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Capacidad antioxidante

El efecto de los procesos térmicos sobre la
capacidad antioxidante total de la espinaca
segun TEAC y FRAP se reporta en la tabla

1.

Tabla 1. Valores de TEAC en espinaca
frescay procesada

(umol Trolox/ g materia Seca)

Tratamiento + SE”
TEAC FRAP
Fresca 14,348+0,144a| 19,873+0,306a
Escaldado |14,464+0,132a|20,169+0,174b
Pasteurizacion | 23,926+0,710b | 28,899+0,385b




Letras distintas en la misma columna indican
diferencias significativas con p<0,05, SE* =

Error estandar

Los resultados indican que los procesos

térmicos benefician la capacidad
antioxidante total con un aumento
significativo en la pasteurizacion. Este
incremento, segun explica Nicoli [12] vy
Mazocco [13], se presenta debido a la
formacién de productos de alta actividad
antioxidante por las reacciones de Maillard
(MRP) donde pequefias cantidades producto
de las reacciones implican cambios
significativos en  las  caracteristicas
antioxidantes [14]; sin embargo la literatura
no es contundente en relacion al efecto de
dichas sustancias en el organismo, incluso

autores reportan propiedades mutagenicas de

los MRP [12].

Fenoles totales

La influencia del escaldado vy la
pasteurizacion sobre el contenido fendlico

se presenta en la tabla 2.

Tabla 2. Contenido fendlico en espinaca
frescay procesada

(mg A. Cafeico/100 g

Tratamiento materia Seca) +SE”

Fresca 555,221+7,076a

Escaldado 576,379+7,290a

Pasteurizacion 755,235+11,510b

Letras distintas en la misma columna indican
diferencias significativas con p<0,05, SE* =

Error estandar

Los valores obtenidos sefialan un incremento
en el contenido de fenoles en concordancia

con lo obtenido en FRAP y TEAC.

El aumento de los compuestos fendlicos
durante los tratamientos térmicos es
atribuible al debilitamiento o ruptura de las
paredes celulares vegetales que favorecen la
disponibilidad de los compuestos [15] al
igual que la inactivacion de la enzima

polifenol oxidasa [16].



CONCLUSIONES

Los tratamientos térmicos evaluados
incrementan las propiedades antioxidantes
en esta matriz vegetal, siendo favorables

para potencializar su capacidad antioxidante.
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5.5 Evaluacion de las condiciones de procesoy
capacidad antioxidante en la elaboracién de
productos hortofruticolas
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RESUMEN

Palabras claves: Capacidad Antioxidante, Procesamiento Hortalizas y Frutas, Fenoles Totales, TEAC,
DPPH.

Los cambios que un alimento sufre en su contenido de sustancias bioactivas debido a las operaciones de
transformacion a las se somete para lograr las propiedades fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales
deseadas, son dificilmente predecibles y generalizables, dependen de la naturaleza de la matriz, la
intensidad del tratamiento, la concentracién de oxigeno, el tiempo, la presencia de luz, entre otras. En este
escenario, y teniendo en cuenta que el consumo de compuestos antioxidantes se asocia la prevencién de
ciertas enfermedades cancerigenas y degenerativas, se planted como objetivo del trabajo evaluar si un
proceso estandar de obtencién de pulpa alteraba el contenido de compuestos antioxidantes en diferentes
productos hortofruticolas.

El andlisis se realizé en muestras comerciales de agraz, feijoa, fresa, lulo, mango, maracuya, mora, uva,
espinaca, remolacha y zanahoria; se evalué el contenido de fenoles totales (FT) por el método de Folin-
Ciocalteu y la capacidad antioxidante de las frutas por los métodos analiticos de transferencia de electrones
TEAC y DPPH (radicales libres no biolégicos). Dado que el proceso de obtencién de pulpa es dependiente de
la matriz, en el mango, lulo y feijoa se evaluaron 5 etapas: fruta fresca, despulpada, mezcla con aditivos,
pasterizacion y congelacion; en el maracuy3, la fresa y uva, no hay etapa de mezcla, por lo tanto solo fueron
4 las etapas muestreadas. Por Ultimo en el agraz, la mora y las 3 hortalizas se analizaron 4 puntos del
proceso: producto fresco, escaldado (exceptuando esta etapa que no se realiza en la mora), homogenizado y
pasterizado. Las tres frutas frescas que presentaron un contenido mayor de FT fueron agraz (5.14mg ac.
Caféico/g muestra), feijoa (3.66 mg ac. Caféico/g muestra) y mora (2.38 mg ac caféico/g muestra); asi
mismo sus valores de capacidad antioxidante fueron los mas altos. El menor contenido de FT del producto
fresco se encontré en mango (0.38 mg ac. Caféico/g muestra), uva (0.48 mg ac. Caféico/g muestra) y
maracuya (0.72 mg ac. Caféico/g muestra), en éste caso la capacidad antioxidante medida por DPPH
muestra la misma tendencia de los FT y se observa una diferencia del TEAC donde los valores menores
fueron los presentados por el mango, maracuyd y lulo. En las hortalizas el contenido compuestos FT es
comparable con los valores menores reportados en las frutas, la espinaca es la hortaliza con un mayor
contenido de FT seguida de la remolacha y la zanahoria. Segln los resultados se puede concluir que el
proceso afecta el comportamiento de la capacidad antioxidante y que éste depende de la matriz.

Una vez caracterizado cada producto a lo largo del proceso y partiendo del bajo contenido de
antioxidantes encontrado en las hortalizas se plantearon diferentes proporciones de mezcla hortaliza-fruta:
espinaca-lulo-feijoa (verde), zanahoria-maracuya-mango (amarillo) y remolacha-uva-mora (rojo) cada grupo
se mezcld en diferentes proporciones: partes iguales hortaliza-fruta (1); 10%-60%-30% (2) y 20%-50%-30%
(3); el grupo de mezclas con mayor capacidad antioxidante fue el verde, dentro de éste se presentan
diferencias significativas entre 2 y 3 con 1(menor capacidad antioxidante), siendo la proporcion 3
sensorialmente la mas aceptada.






6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

Se evaluo el contenido de vitamina C, el conten ido de antocianinas y fe noles totales y la
capacidad antioxidante durante el procesod e maduracién de mora ( Rubus glaucus
Benth) encontrando que el contenid o de vitamina C presenta un aumento no signif icativo
del estado verde al esta do intermedio de maduracién para luego perma necer constante.
El incremento del contenido de antocianinas se hace evid ente en el e stado de cosecha.
El contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante medida por el método F RAP
disminuyen durante la maduraciéon y la cap  acidad antioxidante por el método TEAC
permanece constante. Todos estos comportamientos estan asociados a la naturaleza de
la fruta, a los cambios bioquimicos que sufre y las condiciones ambientales en las que se

desarrolla el fruto.

Se evalud e | contenido de vitamina C, de antocianinas y fenoles totales y la cap acidad
antioxidante durante el proceso de maduracién de un fruto silvestre de agraz (Vaccinium
meridionale Swartz) y se encontré que el contenido de vitamina C permanece const ante
durante la maduracién mientras que el contenido de antocianinas totales y fenoles totales
junto con la capacidad antioxidante aumentan del estado verde al estado de cosecha,

haciendo de este fruto una buena fuente de antioxidantes.

Durante la maduracion de mora y agraz se evaluo el perfil aromatico por medio de una
nariz electrénica que permitié encontrar diferencias entre el estado de cosecha de cada

una de las frutas.

El estado de maduracion de cosecha de moray agraz p  uede diferenciarse a partir del

contenido de antocianinas, la capacidad antioxidante y el perfil aromatico.



109 Evaluacién de las Propiedades Bioactivas de Mora (Rubus glaucus) y Agraz
(Vaccinium meridionale Swartz), en Fresco y Durante Procesos de

Transformacion

Las propie dades antioxidantes se ven af ectadas po rlas oper aciones de
transformacion a las que se somete la mora y el agraz, el comportamiento

depende de la naturaleza de la muestra.

Las operaciones de despulpado y concentrado tienen efectos sobre las
propiedades bioactivas de la mora, el despu Ipado favorece la disp onibilidad de

sustancias que luego en la concentracion van a sufrir una degradacion.

Las operaciones de despulpado y concentrado del agraz tiene n efectos
desfavorables sobre las propiedad es bioactivas, sin embargo no deja de ser un

fruto y una materia prima atractiva por sus altos contenidos de antioxidantes.

La liofilizacion de las f  rutas no arrojo resultad os concluye ntes, se re comienda
realizar un control mas riguroso del proceso que permita establecer los efectos de

éste sobre las propiedades bioactivas.

6.2 Recomendacio nes

Se recomienda realiza r estudios sobre cult ivos no silvestres de agraz que
permitan establecer e | comportamiento bajo condicio nes controladas de

produccion.

Se recomienda realizar la evaluacion de las pr opiedades bioactivas en frutas d e

origen diferente al evaluado.



A. Anexo: Procedimiento para la
extraccion de compuestos
antioxidantes hidrosolubles con
Ultraturrax
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1. OBJETIVO
Describir el procedimiento para extraccion etandlica de polifenoles y antocianinas en frutos y hortalizas utilizando el equipo
de homogenizacién UltraTurrax.

2. ALCANCE

El documento esta dirigido unicamente al personal capacitado en el manejo del Ultraturrax e interesado en el proceso de
extraccion de compuestos fendlicos y antocianinas en productos de origen vegetal, tales como frutos y hortalizas, el
resultado sera un extracto que permitira un posterior andlisis cuantitativo.

3. DEFINICIONES

Capacidad antioxidante: Los antioxidantes son compuestos que retrasan la oxidacion de otras moléculas mediante la
inhibicion de las reacciones oxidantes en cadenas. Los antioxidantes naturales constituyen una amplia gama de sustancias
que incluyen los compuestos fendlicos, nitrogenados y carotenoides, ademas el acido ascorbico contribuye de forma
significativa a ésta propiedad. La principal funcion de los antioxidantes es ayudar a la proteccién del organismo de los dafios
causados por las especies reactivas del oxigeno (Bergman, 2001). Las reacciones de oxidacion pueden producir radicales
libres que dan inicio a reacciones que afectan las células. Los antioxidantes inhiben estas reacciones retirando intermedios
del radical libre u oxidandose. Variadas funciones bioldgicas, como la proteccion contra la mutagénesis, la carcinogénesis y
el envejecimiento, entre otros, son debido a los efectos antioxidantes [1]

Polifenoles: Los compuestos fendlicos o polifendlicos constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas, consideradas
fitoquimicos, que cumplen funciones fisiologicas. Su estructura mas frecuente es la de polimeros o ligninas insolubles. La
distribucion de los compuestos fenolicos en los tejidos y células vegetales varia considerablemente de acuerdo al tipo de
compuesto que se trate, situandose en el interior de las células (vacuolas) o en la pared celular. Sus principales funciones
consisten en actuar como metabolitos esenciales en el crecimiento y la reproduccion de las plantas, ademas son
reconocidos como agentes protectores frente a la accién de patdgenos y se sintetizan como parte del mecanismo de
defensa [2]. Los compuestos polifendlicos son los principales compuestos hidrosolubles contribuyentes a la capacidad
antioxidante de las frutas. La actividad antioxidante de los compuestos polifendlicos ha sido asociada a sus caracteristicas
quimicas estructurales como la habilidad de donar protones del radical hidroxilo fendlico, la capacidad de deslocalizar y
estabilizar electrones desapareados por resonancia en el anillo aromatico, el bajo potencial de oxidacion, la alta capacidad
de quelacion y la interaccidn con otras moléculas facilmente oxidables [3]

Antocianinas: Las antocianinas son pigmentos que dan el color rojo, violeta y azul a la mayoria de frutas, con excepcién de
productos como el tomate y la pimienta roja donde el color es debido a los carotenoides. En los frutos rojos y en especial en
numerosas bayas de pequefio tamafio, el contenido de antocianinas es determinante durante el proceso de maduracion. La
acumulacion de estos compuestos en la pulpa y en la cascara del fruto permite la sustitucién del color verde inicial por el
rojo o violeta [4]. El color es un atributo de calidad importante en la mayoria de las frutas y vegetales, asi como de sus
productos derivados. Los colores de muchas plantas se deben ala presencia de antocianinas. Un andlisis detallado tanto en
el fruto como en el producto final (jugos, mermeladas, conservas, etc) permitiria determinar si existe algin tipo de
adulteracién e incluso la posibilidad de usarlas como colorantes naturales en la industria alimenticia [5]

Estructura

Las antocianinas son glucésidos hidrosolubles de antocianidinas, hacen parte del grupo de compuestos fenélicos conocidos
como flavonoides que se caracterizan por tener un anillo-A benzail y un anillo-B hidroxicinamoil [6]. La estructura basica de
la antocianina es el 2-fenilbenzopirilio de la sal de flavilio. Cuando el residuo de azlcar es hidrolizado el resultado es la
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aglicona, conocida como antocianidina. Las més comunes formas de antocianidinas son: pelargonidina, cianidina,
delfinidina, peonidina, malvidina y petunidina (ver Figura 1). Las clases comunes de glucésidos son: 3-monésido, 3-biésido y
3-tri6ésido, asicomo también 3,5-diglicésido y mas raramente el 3,7-diglicosido con glucosa, galactosa, arabinosa (uno de los
mas frecuentes) y xilosa. Las antocianinas poseen uniones con el azucar en el anillo-B 3"y 5-hidroxilos. Los dos tipos mas
importantes de glucdsidos son: el 3-mondsidos y el 3-4 diglicésido. Como regla el 3-hidroxil siempre tiene un azdcar,
exceptuando 3 desoxipelargonidina, 3-desoxicianidina y 3-desoxidelfina [7-8]

Ademas de la glucosilacién, la introduccion de moléculas aciladas es un efecto que ocurre ampliamente. Los compuestos
acilados mas comunes son los acidos aromaticos hidroxicinamicos como el p-coumarico, cafeico, ferdlico e hidroxibenzoico
(Vaccari et al. 1982). El color particular de cada antocianina depende del nimero y orientacién de los grupos hidroxilos y
metoxilos. Un incremento en la hidroxilacién produce un color azul, mientras un incremento en la metoxilacién produce un
color rojo.

Substitucion Amax (nm)
Aglicona

R1 R2 Espectro visible

Pelargonidina H H 494 (naranja)

Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)
Peonidina OCHs H 506 (naranja-rojo)
Petunidina | OCHs | OH 508 (azul-rojo)
Malvidina OCHs | OCHs | 510 (azul-rojo)

Figura 1. Estructura y sustituyentes de las antocianinas

[7]

Efecto del pH

Las antocianinas son mas estables en medios acidos que en medios neutros o alcalinos. En medio acido la forma
predominante es la del i6n flavilio donde da un color rojo. Cuando ésta es sometida a pH basico o alcalino, el ion flavilio es
susceptible al ataque nucleofilico por parte del agua, produciéndose la pseudobase carbinol, esto es a pH 4.5 y seguido se
forma la chalcona, como se puede observar en la Figura 2. Las dos formas son incoloras [9]. Por lo tanto, puede decirse que
las antocianinas tienen su maxima expresion de color a pH &cidos (pH 1.0), caracteristica que es de gran utilidad cuando
son empleadas en la industria alimenticia.
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Figura 2. Estructura de la antocianina a diferentes pH.
[9]

NOTAS DE SEGURIDAD Y CONSIDERACIONES GENERALES
Es necesario el uso de implementos de seguridad como bata, gafas de proteccién y guantes en todas las actividades
mencionadas en el procedimiento.
Antes de encender el equipo de homogeneizacion se debe asegurar que el nivel de liquido supere la muesca del brazo
para garantizar su adecuada lubricacion. El equipo jamas debe operarse en seco.
Realice una inspeccion de la limpieza de los dientes del equipo para evitar contaminacion de las muestras.
El Ultraturrax siempre debe inicializarse en la menor velocidad e ir aumentando progresivamente hasta el punto
deseado.
La limpieza del equipo se debe hacer con agua destilada, seleccionando bajas velocidades de operacion.
La manipulacién y adecuacién deben hacerse cuando el equipo se encuentre apagado.
Se deben acatar las normas de seguridad propuestas por el laboratorio.
Se debe mantener cerrados los recipientes dispuestos para el aimacenamiento de los solventes.

La manipulacién adecuada de los equipos garantiza seguridad para quienes los operen.
PRINCIPIO DE LATECNICA
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La extraccién se fundamenta en la alta solubilidad de los polifenoles en etanol concentrado. Este solvente es apropiado para
hortalizas y frutas donde no predomina el contenido de antocianinas como principal antioxidante. En el caso de los frutos
rojos las antocianinas a pH mayor de 7 pasan a su forma quinoidal degradéndose rapidamente por oxidacion con el aire [5],
este problema se soluciona con la acidificacion del etanol empleado para la extraccién, de esta forma las antocianinas se
mantienen en su forma estable en el extracto obtenido.

6. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

El procedimiento es ideal para frutas y hortalizas blandas. Si la muestra es de gran tamafio debe ser troceada o
parcialmente triturada antes de realizar la homogeneizacion en el Ultraturrax. Si la fruta presenta semillas muy duras y
grandes éstas se deben retirar.

1. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

Equipos
- Homogeneizador Ultraturrax - Vortex
- Equipo de Ultrasonido - Balanza Analitica
- Centrifuga

Materiales
- Vasos de precipitados de 100 ml o frascos - Papelfiltro

pequefios tipo mayonesa. - Tubos Falcon

- Balones aforados de 100 ml - Pipetas Pasteur
- Embudos

Reactivos

- Etanol 96% (para extraccidn de polifenoles en hortalizas)
- Etanol acidificado con acido acético 1% (para extraccion de antocianinas en frutos)

8. PROCEDIMIENTO

- Pesar 20 g de muestra en un vaso de 100 ml o en frasco pequefio tipo mayonesa.

- Agregar 20 ml de solucién de extraccién.

- Homogeneizar en Ultraturrax a velocidad 4.

- Sonicar por 10 min.

- Centrifugar durante 10 min a 4500 rpm.

- Filtrar el sobrenadante en un balén aforado de 100 ml. Afiadir al sdlido 20 ml de solucion de extraccion y agitar
durante 1 min en el vortex.

- Repetirlos pasos 4 y 5.

- Filtrar el sobrenadante sobre el mismo balén aforado indicado en el punto 6. Afiadir nuevamente 20 mL de solucién
de extraccion y agitar durante 1 min en el vortex.

- Repetirlos pasos 4y 5.

- Filtrar el sobrenadante en el balon aforado indicado en el punto 6.

- Lavar el sélido con una pequefia cantidad de solucion de extraccion y filtrar en el balén aforado de 100 ml.

- Lavar el papel filtro con solucién de extraccion.

- Llevar a volumen con la solucién de extraccién.
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NEXO
PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION
TRES ETAPAS
Pesar 20 g de muestra en un vaso de 100 mL o frasco pequefio tipo mayonesa.
Agregar 20 mL de solucién de extraccion
Homogeneizar en Ultraturrax a velocidad 4
Sonicar 10 min
Centrifugar 10 min, 4500 rpm
Sobrenadante ‘ Sélido
L
Agregar 20 mL de solucién de extraccion
v
Agitar en Vortex por 1 min
Sonicar 10 min
' Centrifugar 10 min, 4500 rpm
P Sobrenadante ‘ Sélido
Filtrar en un bal6n de 100 mL v
Sobrenadante
+ - Agregar 20 mL de solucién de extraccion
Lavar el papel de filtro con - * -
solucién de extraccion Agitar en Vortex por 1 min
Llevar a volumen Sonicar 10 min

!

Centrifugar 10 min, 4500 rpm

Soélido

Lavar con poca solucién de
extraccion







B. Anexo: Determinacion de
capacidad antioxidante total en
frutas y hortalizas con el método
FRAP
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EXTRACTOS VEGETALES

1. OBJETIVO

Describir el procedimiento para la cuantificacion de la actividad antioxidante total con el método FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power)

2. ALCANCE
El método aplica para la determinacion de la capacidad antioxidante de extractos polares (etandlicos) de frutas y hortalizas.
3. DEFINICIONES

Capacidad antioxidante: Los antioxidantes son compuestos que retrasan la oxidacion de otras moléculas mediante la
inhibicion las reacciones de oxidacion en cadena. Los antioxidantes naturales constituyen una amplia gama de sustancias
que incluyen los compuestos fendlicos, nitrogenados y carotenoides, ademas el acido ascorbico contribuye de forma
significativa a ésta propiedad. La principal funcién de los antioxidantes es ayudar a la proteccion del organismo de los dafios
causados por las especies reactivas del oxigeno [1] . Las reacciones de oxidacion pueden producir radicales libres que dan
inicio a reacciones que afectan las células, los antioxidantes inhiben estas reacciones retirando intermedios del radical libre.
Variadas funciones bioldgicas, como la proteccion contra la mutagénesis, la carcinogénesis y el envejecimiento, entre otros,
son debido a los efectos antioxidantes [2].

4. PRINCIPIO DE LA TECNICA

A bajos pH, cuando el complejo ferrico — trpiridiltriazina (Fe3*-TPTZ) es reducido a la forma ferrosa (Fe?) se desarrolla un
intenso color azul con absorcion maxima a 593 nm (ver Figura No. 1). El método FRAP determina la capacidad de un
compuesto antioxidante de transferir un electrén al Fe3 y reducido a la especie Fe?, ocasionando la aparicién del
compuesto coloreado [3] [4]. Debido a que el complejo [Fe(lIl)(TPTZ),]* tiene un potencial de reduccién muy bajo el método
tiene baja especificidad y es de esperarse valores altos de actividades antioxidantes, por esta razén es el mejor
procedimiento para cuantificar la actividad antioxidante de especies que sean pobres en concentracion antioxidantes [5].

Cj " e {' 5
SR *U Ef )

[Fe(){TPTZ)13* [Fe()(TPTZ)J?*, Amax = 593 nm

Figura 1. Reaccion de reduccién del complejo [Fe(lll)(TPTZ)Z13+y aparicion del croméforo
[Fe(I)(TPTZ)Z2+ [6]
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CONSIDERACIONES GENERALES

e Esnecesario el uso de implementos de seguridad como bata, gafas de proteccién y guantes.

o Debe tenerse especial cuidado con el manejo de las celdas de cuarzo a fin de evitar su ruptura.
e El manejo de acético glacial y el clorhidrico debe realizarse en la cabina de extraccion de gases.
e Se deben acatar las normas de seguridad del laboratorio.

e Se debe mantener cerrados los recipientes dispuestos para el almacenamiento de los solventes.
¢ Lamanipulacién adecuada de los equipos garantiza seguridad para quienes los operen.

4. CONTENIDO

4.1 Descripcion de la muestra
Extracto etandlico (0 mezclas de etanol-agua-acido) de frutas o vegetales, debe estar a temperatura ambiente y no
presentar solidos suspendidos.

4.2 Materiales necesarios

4.2.1 Equipos
- Espectrofotémetro - Potenciometro
4.2.2 Materiales
- Vasos de precipitado de 10 ml - Balones aforados de 50 ml
- Vaso de precipitado 100ml - Balones aforados de 500 ml
- Vaso de precipitado 250ml - Celdas de cuarzo para el espectrofotometro

- Balones aforados de 10 ml

4.2.3 Reactivos
- 2,4,6 - tripiridil-S-triazina (TPTZ) - Acetato de sodio trihidratado
- Acido clorhidrico HCI 37% (CHsCOONa*3H,0)
- Acido 6- hidroxi- 2,5,7,8 — tetrametil-cromato-2 - Acido acético (CH;COOH) glacial
carboxilico (Trolox) - Hidroxido de Sodio

- Cloruro de Hierro hexa hidratado (FeCl;*6H;0) - Etanol 96%
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4.3 Procedimiento

4.3.1 Preparacion de Soluciones
Buffer de acetato de sodio 300 nM, pH 3,6: Esta solucidn es estable y puede ser util por varios dias.
Para 500 ml de solucion:

Pesar 1,6 g de acetato de sodio en un vaso de 250 m

Agregar aproximadamente 150ml de agua destilada y agitar hasta disoluciéon completa

Agregar 8 ml de acido acético glacial

El pH de la solucion debe tener un valor de 3,6 de lo contrario ajustar con acido acético o con hidroxido de sodio
Transferir a balon aforado de 500 ml

Completar volumen con agua destilada.

2 S ol e

Solucion de acido clorhidrico 40 mM: Esta solucion es estable y puede ser Util varios dias.
Para 500 ml de solucién:

1. Agregar 200 ml de agua a un bal6n aforado de 500 ml
2. Agregar 1,64 ml de acido clorhidrico al 37%
3. Completar a volumen con agua destilada

Solucion de cloruro férrico 20mM: Esta solucion debe prepararse semanalmente y almacenarse en condiciones de
oscuridad y bajo temperaturas de refrigeracion.
Para 50 ml de solucion:

Pesar 0,27 g de cloruro férrico hexahidratado en un vaso de 100 ml
Adicionar agua destilada, menos de 50ml, y agitar hasta disolucién completa
Transferir cuantitativamente a un balén de 50 ml

Completar a volumen con agua destilada.

oo~

Solucion de TPTZ 10 mM: Esta solucion debe prepararse diariamente y debe mantenerse en condiciones de oscuridad
Para 50 ml de solucion:

Pesar 0,156 g de TPTZ en un vaso de 100 ml

Disolver con aproximadamente 20ml de la solucion de &cido clorhidrico 40mM
Transferir cuantitativamente a balén de 50 ml

Completar a volumen con la solucién de acido clorhidrico

Poop -~

Solucion de trabajo
Mezclar las soluciones de buffer de acetato de sodio, cloruro ferrico y TPTZ en la proporcién 10:1:1 respectivamente y
mantener en condiciones de oscuridad.
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4.3.2 Curvade calibracion

Pesar 10 mg de Trolox en un vaso de 10 ml

Disolver en 5 ml de etanol 96%

Transferir cuantitativamente a balén aforado de 10 ml

Completar a volumen con etanol

Parar preparar los puntos de la curva tomar alicuotas de 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 y 1,75 ml en balones de 10ml cada
una

Completar a volumen cada bal6n con etanol

7. Determinar la capacidad antioxidante por el método FRAP , cada punto debe leerse por triplicado para construir la
curva de calibracion.

akrobd -~

1324

4.3.3 Determinacion de la Capacidad Antioxidante por medio del radical FRAP

En un baldn de 10 ml adicionar 330ul del extracto

Agregar solucion de trabajo hasta completar volumen y agitar

Dejar reacciona durante una (1) hora en un lugar oscuro

Ajustar el blanco del espectrofotdmetro con el blanco elaborado a partir de 330 pl de agua a 593 nm
Leer la absorbancia de cada muestra

Realizar la cuantificacién a partir de la curva de cuantificacién

2 S o
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DIAGRAMAS DE FLUJO PARA LA PREPARACION DE SOLUCIONES

ANEXO

Buffer Acetato
de Sodio

v
Pesar 1,69 de CH;C00Na 3H,0

\2

Disolveren 300 ml de agua

v

Agregar 8ml de acido acético glaciar

N
Verificar pH=3,6;si es necesario ajustar
con acido acéticoo NaOH

v
Completara 500ml

v
Solucién final 300nM pH3,6

Solucion Acido
Clorhidrico

J

Enun bal6n aforado de 500ml agregar
una cantidad considerable de agua

v
Agregar1.64mlde HClal 37%
v
Completaravolumen

\/

Solucion final 40mM
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DIAGRAMA

DE FLUJO PARA LA PREPARACION DE SOLUCIONES
TPTZ

Solucién Cloruro
férrico

v

Enun balon aforado de 50ml agregar

Enun balon aforado de 50ml agregar

0.1569 de TPTZ

0.27g de FeCl,6H,0 N
N Disolver con la solucion de acido
Disolverconagua clorhidrico
v N
Completa:; volumen Completaravolumen con esta solucién

Soluciéon final 20mM

\/

Soluciéon final 10mM

Solucion de
trabajo

v

Mezclar solucién Buffer (10) + TPTZ (1) +
Cloruro Férrico (1) en proporcionesfijas
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION

Curvade
Calibracion

\2

Pesar 10mg Troloxen un vaso de 10ml

\V

Disolveren 5ml de etanol 96%

v

Transferir cuantitativamente a un balén
aforadode 10ml

\

Completaravolumen con etanol 96%

v
Tomaralicuotas: 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5;
[levar cada unaa unbalonde 10ml
|2

Completarcadabaléna volumen con
etanol 96%
\

Determinar capacidad Antioxidante por
FRAP
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR MEDIO DEL RADICAL
FRAP

Determinacion Capacidad
Antioxidante

v
Enun baldn de 10ml agregar 330ul de

extracto

\V

Llevara volumen con solucién de trabajo

\
Agitar
\/

Dejarreaccionardurante thenunlugar
0SCUro

v

Leerabsorbanciaa593nm




C. Procedimiento parala
determinacion de la capacidad
antioxidante por medio del método
TEAC (decoloracion del cation
radical ABTS) en extractos vegetales
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1. OBJETIVO

Determinar la actividad antioxidante de extractos etandlicos y etandlicos acidificados de frutas y hortalizas mediante el
método de decoloracion del cation radical ABTS+

2. ALCANCE

Este método es aplicable a extractos de frutas y hortalizas realizados en medios de extraccién polares, como etanol, etanol
acidificado, entre otros.

3. ABREVIATURAS

ABTS = 2,2'-azinobis-(3-etilbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
K2S;,05 = Persulfato de potasio

Trolox = 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid
4. DEFINICIONES

ABTS: 2,2'-azinobis-(3-etilbenzothiazoline-6-sulfonic acid) peso molecular 514.62 g/mol (Ver FIGURA 1 Estructura quimica del
radical cation ABTS); dona electrones cuando esta frente a especies reactivas oxo, reacciona con compuestos antioxidantes
como polifenoles, vitamina C y tioles. Una vez el radical se estabiliza se presenta un cambio, proporcional al contenido de
antioxidantes, de color que puede ser cuantificado a través de espectrofotometria a 734nm [1]

Q oH

| N
-S s N=—
° U =N s 570
; 0’61

FIGURA 1 Estructura quimica del radical cation ABTS

Compuestos antioxidantes: son sustancias que retrasan o previenen las reacciones de oxidacién por que estan en la
capacidad de estabilizar radicales libres. En éste grupo de sustancias se encuentran los polifenoles (flavonoides,
antiocianinas, flavonoles, las flavonas e isoflavononas), la vitamina C, la vitamina E, entre otros compuestos [2].

Compuestos fendlicos: sustancias que poseen varias funciones fenol unidas a anillos o cadenas alinfaticas. Estas
sustancias se encuentran naturalmente en las plantas, son compuesto fitoquimicos que contribuyen a su pigmentacion,
actuan como antioxidantes y les proporcionan sabor{3]. Se obtienen a partir de las rutas metabdlicas del siquimato,
fenilpropanoide o fosfato pentosa. Juegan un papel importante en el crecimiento, reproduccién y proteccion de las plantas

[4].
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Figura 2 Estructuras genéricas de algunos compuestos palifendlicos
Fuente [4]

Trolox: acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Ver Figura 3 Estructura quimica del Trolox); peso molecular
de 250.29 g/mol. Derivado hidrosoluble de la vitamina E, con aplicaciones bioquimicas y bioldgicas iguales a las de ésta
vitamina. Se utiliza como referente para la determinacion de la capacidad antioxidante [1].

CHs
HO ]

OH

HzC 8]
CHs

CHs

Figura 3 Estructura quimica del Trolox
Fuente [1]

5. NOTAS DE SEGURIDAD Y CONSIDERACIONES GENERALES
Seguridad

Es indispensable el uso del material de proteccién como bata, gafas de seguridad y guantes.
Generalidades

El espectrofotdmetro requiere de un tiempo de estabilizacion aproximado de 30min antes de la primera lectura que se
realiza a 734nm.

Debe evitarse el contacto con la luz de la solucién de trabajo.

Las celdas que utilicen para la lectura de absorbancia no deben tener impresiones dactilares, ni imperfecciones en la
superficie.
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6. PRINCIPIO DE LA TECNICA

Es una técnica espectrofotométrica, que puede realizarse en un rango amplio de pH, donde se evalla la capacidad
reductora frente al radical cation ABTS de diferentes compuestos por medio del seguimiento del cambio de la coloracion. El
tiempo de reaccion oscila entre uno y 30 minutos y la lectura se puede realizar a 414, 645, 734 u 815 nm. Existen diversas
rutas de obtencion del radical ABTSe, dado que es soluble tanto en agua como en solventes organicos, es uno de los
radicales mas estables empleado para la determinacién de la capacidad antioxidante. Los resultados se reportan como
capacidad antioxidante en equivalentes trolox (TEAC) o en equivalentes de &cido ascérbico. [5].

1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Las muestras a analizar seran extractos polares (etandlicos o etanélicos acidificados) de frutas y hortalizas que en general
conservan el color de la matriz de la que provienen. Los extractos deben estar conservados a temperaturas de refrigeracion
0 congelacion y no deben presentar sélidos de tamafio considerable, ademas deben estar en envases que eviten el
contacto con la luz. Para el momento del andlisis es importante que la muestra sea homogénea y este a temperatura
ambiente.

8. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS
Equipos:

Espectrofotometro (734 nm) Balanza analitica Plancha de agitacion magnética
Materiales y reactivos:

Para la solucion stock y solucion de trabajo

Baldn aforado de 25ml Punta de micropipeta 10-100 pl
Espétula Etanol 96%

Vaso de precipitado de 25ml Sal de diamonio ABTS

Vaso precipitado 250ml K2S20s

Barra de agitacion magnética Agua destilada

Micropipeta 10-100 pl

Para la solucion control de vitamina C

Baldn de 25ml Espatula

Vaso de 25ml Acido ascorbico 99%
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Agua destilada

Para la curva de calibracion

Vaso de 25ml Micropipeta 0.5-5 ml
Balones aforados de 10ml Punta 0.5-5 ml
Microespatula Pipeta Pasteur
Micropipeta 100-1000 pl Trolox

Punta de 100-1000 il Etanol al 96%

Para la determinacion de la actividad antioxidante

Micropipeta 0.5-5ml

Punta 0.5-5ml

Micropipeta 10-100 pl

Punta 10-100 pl (en una cantidad igual al numero de muestras que se desea medir)

Celdas desechables (en una cantidad igual al nimero de muestras que se desea medir)
9. PROCEDIMIENTO

Solucion stock (ver ANEXOS)

a. Enunvaso de 25 ml pesar 96mg de ABTS y 16.7 mg de K,S,0s y disolver con un poco de agua destilada (menos de
25 ml)

b. Transferir cuantitativamente a un balén de 25ml

c. Completar a volumen con agua destilada

d. Almacenar en un frasco en el que no esté en contacto con la luz , dejar reposar minimo por 16 horas bajo refrigeracion
(la vida util de esta solucién esta alrededor de los 6 meses)

Solucién de trabajo (ver ANEXOS)

Segun la cantidad de muestras que van a analizarse, y teniendo en cuenta que por cada muestra se requiere 1ml de

solucién de trabajo, se mezcla aproximadamente 50 pl de la solucion stock (este volumen de solucién puede variar segun

las condiciones iniciales de ésta) por cada 100 ml de solucion de trabajo que se desee preparar, la absorbancia final de la
solucion debe estar en un rango entre 0,7y 0.9 a 734nm.
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Solucion de control Vitamina C (ver ANEXOS)

Pesar 4.4 mg de vitamina C en un vaso precipitado de 25 ml, disolver con agua destilada

Llevar cuantitativamente a un balon de 25 ml'y completar a volumen con agua destilada

Determinar la capacidad antioxidante segun procedimiento descrito; el valor de capacidad antioxidante debe ser
cercano a 1mM de trolox (1.00£0.15 mM). De lo contrario la tanto la curva como la solucién de vitamina C deben
repetirse.

Curva de calibrado de Trolox (ver ANEXOS)

f.

Pesar 25 mg de Trolox en un vaso de precipitado de 25 ml disolver en menos de 10ml de etanol al 96%

Transferir cuantitativamente a un balon aforado de 10ml y llevar a volumen con etanol al 96%

De la solucion anterior tomar alicuotas de 0.2, 0.5, 1.0, 1.5, 2.5 cada una en un balén aforado de 10ml, completar a
volumen con etanol al 96%.

Determinar la capacidad antioxidante por el procedimiento descrito para la determinacién de las muestras

Elaborar la curva de concentracion de concentracion de Trolox vs la diferencia de absorbancia (absorbancia inicial -
absorbancia final)

Escriba la ecuacion lineal y su valor R? (coeficiente de correlacion), que debera ser de 0.99 o mayor.

Determinacion de la capacidad antioxidante (ver ANEXOS)

a.
b.
C.
d.

10.

Realice el blanco del equipo con etanol al 96% en la celda plastica de muestra y de referencia
En una celda plastica de muestra adicione 1ml de la solucién de trabajo y mida la absorbancia inicial, registre el valor.
Agregue 10 ul de extracto de muestra, agite y deje reaccionar durante 6min en la oscuridad.

Lea la absorbancia final de la muestra.

CALCULOS Y EXPRESION DE RESULTADOS

Calcule la diferencia de la absorbancia inicial y absorbancia final (luego de adicionar los 10 pl y dejar reaccionar por 6min).
Interpole la diferencia en la ecuacion obtenida de la recta de calibracion de trolox, y obtenga la concentracion de la actividad
antioxidante como mM de trolox; realice el calculo para expresar el resultado como mmol de trolox/g de muestra 6 100 de
muestra seguin su caso, como se muestra en la siguiente ecuacion:

11 Volumen de extracciéon (ml)

* * FD
1000 ml peso de la muestra (g)

mg Trolox/g muestra= mM Trolox *

Donde, mM Trolox, es la concentracion interpolada de la curva de calibracién




Caédigo:
MACROPROCESO GESTION DE LABORATORIOS

i, Versién: 1.0
/i”m 2 ¢ UNIVERSIDAD i
~ W1 NACIONAL | PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE LA
¥ DE COLOMBIA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR MEDIO DEL METODO | b, .o oo o
‘ TEAC (DECOLORACION DEL CATION RADICAL ABTS)EN | ' 29

EXTRACTOS VEGETALES

Peso muestra: Peso en gramos de muestra tomada para la extraccién.

FD: Factor de dilucion, dilucién que se le realizé al extracto para obtener una absorbancia dentro del rango de la curva de
calibracién.
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ANEXOS

DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA PREPARACION DE LA SOLUCION STOCK Y SOLUCION DE TRABAJO

Pesarenunvasode 25ml 96mg
de ABTSy 16.7 de K,S,04

\

Agregaragua (15ml) y disolver

\

Llevar cuantitativamente aun
balon de 25 ml

\

Llevara volumen

J

Almacenaen la oscuridady
dejarreposardurante 16h

v

Enun vasode 250 ml agregar
50 ul de la solucidn stock y 100
mlde etanol

V2

Ajustarhastaquela
absorbancia de la slc. De
trabajoesté entre 0.7y 0.9

J
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION

Pesarenunvasode 25ml, 25 mg de
Trolox

\Z

Disolveren menos de 10ml de etanol
al 96%

\/

Transferir cuantitativamente aun
balén de 10ml y llevar a volumen con
etanolal 96%

\2

En cada baldn de 10ml agregar
alicuotasde0.2, 0.5, 1.0, 1.5y 2.5
respectivamente

J

Llevara volumen con etanol al 96%

Determinacién de la capacidad
antioxidante

Construirla curva de calibraciéon con
la diferenciade absorbanciasenel eje
Y, las concentracionesenel eje X

\/

ReportarR2y ecuacion de la recta
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Realizar blanco equipo con etanolal
96%
\

Enuna celda dechable agregar 1ml de
solucién de trabajo

\

Leerabsorbanciainicial

V2

Adicionar 10 pl de extracto

\
Agitar
\

Dejar reaccionar bajo la oscuridad
durante 6min
\
Leerla absorbanciaa 734nm vy
registrarel valor

J
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D. Procedimiento parala
determinacion de fenoles totales por
el método de Folin-Ciocalteu en
extractos vegetales
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1. OBJETIVO

Determinar el contenido de fenoles totales en extractos polares de fruta y vegetales mediante el método espectrofotométrico
Folin-Ciocalteu.

2. ALCANCE

El procedimiento aplica para extractos polares (etandlicos, etandlicos acidificados, entre otros) de frutas y hortalizas a los
que se les desee determinar el contenido de fenoles totales expresados como equivalentes de acido caféico. EI método no
es aplicable a matrices o medios lipofilicos.

3. ABREVIATURAS
DPPH: radical 2,2-difenil-1-picridracil
TEAC: Capacidad antioxidante en equivales trolox

4, DEFINICIONES

Acido caféico: 4cido 3-(3,4-Dihidroxifenil)-2-propenoico, peso molecular 180.16 g/mol (ver figura No.1) es un sélido amarillo
que se encuentra de manera natural en las plantas por que facilita la biosintesis de lignina. Se utiliza como referente en los
analisis de capacidad antioxidante debido a que su estructura incluye un anillo fendlico con sustituyentes hidroxilos
caracteristico de los antioxidantes.

OH

OH

Figura No. 1 Estructura quimica de la molécula de é4cido caféico

Acido galico: 4cido 3,4,5-trihidroxi benzoico, peso molecular 170.12 g/mol (ver figura No.2). Se encuentra de manera
natural en las plantas y se utiliza como estandar para la determinacion de fenoles totales por medio de Folin-Ciocalteu.

0O-_-OH

HO OH
CH

Figura No. 2 Estructura quimica del acido galico
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Compuestos fendlicos: sustancias que poseen varias funciones fenol unidas a anillos aromaticos o cadenas alifticas.
Estas sustancias se encuentran naturalmente en las plantas, son compuesto fitoquimicos que contribuyen a su
pigmentacién, actlian como antioxidantes y les proporcionan sabor a algunos frutos [1]. Se obtienen a partir de las rutas
metabdlicas del siquimato, fenilpropanoide y fosfato pentosa. Juegan un papel importante en el crecimiento, reproduccion y
proteccion de las plantas [2].

Trolox: acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (ver figura No.3); peso molecular de 250.29 g/mol. Derivado
hidrosoluble de la vitamina E, con aplicaciones bioquimicas y biolégicas iguales a las de ésta vitamina. Se utiliza como
referente para la determinacion de la capacidad antioxidante, ya que en general estos métodos no son especificos para
cada sustancia [3].

CHs
HO o

CH
HsC o
CH=
CH5

Figura No.3 Estructura quimica del Trolox
Fuente [3]

5. NOTAS DE SEGURIDAD Y CONSIDERACIONES GENERALES

Seguridad

Es indispensable el uso del material de proteccién como bata, gafas de seguridad y guantes.
Generalidades

El espectrofotometro requiere de un tiempo de estabilizacion aproximado de 30min antes de la primera lectura que se
realiza a 765nm.

Las celdas que utilice para la lectura de absorbancia no deben tener impresiones dactilares
Debe evitarse el contacto con la luz de las soluciones estandar (para la curva de calibracion) y el reactivo Folin-Ciocalteu.
La curva de calibracion del reactivo Folin-Ciocalteu debe realizarse minimo cada vez que se destape una nueva botella.

6. PRINCIPIO DE LA TECNICA

Para la determinacién del contenido de polifencles se utiliza el reactivo de Folin-Ciocalteu, para el que aln no se conoce
con certeza su estructura quimica. El método consiste en transferir electrones, en un medio alcalino, desde los compuestos
de interés (polifenoles) hacia el complejo Folin-Ciocalteu, el seguimiento de la reaccion se realiza espectrofotométricamente
en un rango de 750 a 765nm y se utiliza el acido caféico o el acido galico como reactivo de referencia [4].
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Aunque es un método que se ha aplicado ampliamente en la determinacién de compuestos fendlicos, el reactivo Folin-
Ciocalteu no es un compuesto que reaccione selectivamente con éste grupo de sustancias, también lo hace con
compuestos como aminas aromaticas, &cido ascorbico entre otros, pero ha mostrado correlaciones significativas frente a
ensayos de capacidad antioxidante como el DPPH o TEAC [4].

1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Las muestras a analizar seran extractos etandlicos de frutas y hortalizas que en general conservan el color de la matriz de la
cual provienen. Los extractos deben estar conservados a temperaturas de refrigeracion o congelacion y no deben presentar
sélidos de tamafio considerable, ademas deben estar en envases que eviten el contacto con la luz. Para el momento del
andlisis es importante que la muestra sea homogénea y este a temperatura ambiente.

8. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

Equipos:
Espectrofotdmetro Jasco V-530 (765 nm) Plancha de agitacién
Balanza analitica

Materiales y reactivos:

Para la solucién de Na,COj; (10%p/v) Punta micropipeta de 0.5-5 ml (aproximadamente 2)
Vaso de precipitado 250ml Baldn aforado de 25ml
Baldn aforado de 1000ml Balones aforados de 10 ml (una cantidad igual al nimero

de diluciones que se vayan a realizar, 6 segun el

Agitador magnético procedimiento)

Espatula-cuchara Balones aforados de 50 ml (una cantidad igual al nimero
Carbonato de sodio (Na;COs) de pun_to§ de la curva que se vayan a medir, 6 segun el
procedimiento)

Agua destilada _
Pipeta pasteur

Frasco de capacidad de 1 litro ) )
Estandar de acido caféico.

Para la curva de calibracion
Etanol al 96%
Vaso de precipitado de 25 ml
Espétula

Micropipeta de 0.5-5 ml
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9.

Para la determinacion de fenoles Puntas micropipeta 100-1000 pl (una cantidad igual
totales al nimero de muestras que se deseen analizar mas
una)

Vaso precipitado 100ml (2)
Balones aforados de 50 ml (una cantidad igual al

Micropipeta de 0.5-5 ml ntimero de muestras que se deseen analizar)

Punta micropipeta de 0.5-5 ml Micropitpeta de 100-
1000

Celdas de vidrio

Solucion acuosa de carbonato de sodio
Micropipeta 100-1000 pl

Agua desionizada

Reactivo de Folin

PROCEDIMIENTO

Solucion de carbonato de sodio

a
b.
C.
d.

En un vaso de 250 ml pesar 100g de carbonato de sodio
Agregar 200ml de agua y disolver con ayuda de agitacion magnética
Llevar la solucion al balén de 1000ml y completar a volumen

Almacenar en un frasco cerrado.

Curva de calibracion acido caféico

Pese, con la mayor exactitud posible, 50 mg de &cido caféico estandar en un vaso de precipitado de 25 ml

Agregué 20 ml aproximadamente de etanol al 96% y disuelva

Transfiera cuantitativamente a un balén de 25 ml y lleve a volumen con etanol al 96%, ésta es la solucion madre de
acido caféico y debe prepararse el mismo dia que se realiza la curva de calibracién.

De la solucién de acido caféico preparada transfiera alicuotas de 0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 ml a balones aforados de 10 ml 'y
lleve a volumen con agua destilada. Las nuevas soluciones tendran concentraciones de 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0
mg/m aproximadamente.

Mida la cantidad de fenoles totales de las soluciones preparadas empleando el procedimiento descrito a continuacion
Elabore una curva de concentracion de acido caféico vs la absorbancia medida y halle la ecuacion lineal.

Escriba la ecuacion lineal y su valor r2 (coeficiente de correlacién), que debera ser de 0.995 6 superior, junto con su
nombre y la fecha, en el frasco del reactivo de Falin que empleo.
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Determinacion de fenoles totales

a. Enunvaso de 100ml agregue reactivo Folin (500 pL por cada muestra a analizar)

b. Enun vaso de 100 agregue solucion de carbonato de sodio (2ml por cada muestra a analizar)

c. Enun baldn de 50ml agregar 2ml de agua, 500 pL de extracto de la muestra y 500 L del reactivo de Folin, agitar (sin
voltear el baldn).

d. Esperar 2miny adicionar 2ml de la solucién de carbonato de sodio y llevar a volumen con agua destilada.

e. Dejar durante 2horas en la oscuridad

f.  Leerla absorbancia a 765nm frente a un blanco realizado con agua destilada en las celdas de vidrio.

10. CALCULOS Y EXPRESION DE RESULTADOS

Interpole las absorbancias obtenidas en la ecuacién obtenida de la recta de calibrado del reactivo de Folin que debe
encontrarse escrita en un papel pegado al frasco y obtendra el valor de la concentracion de fenoles totales como mg de
acido caféico/ ml, usted debe hacer el célculo para expresar su resultado como mg &cido caféico/g de muestra 6 100 de
muestra seguin su caso, como se muestra en la siguiente ecuacion:

] L mg Ac.Caféico Volimen de extraccién (ml)
mg Ac Caféico./g muestra = * *FD
ml peso de muestra (g)

Donde: Volumen extracto: 100 mr. FD: Factor de dilucion (si lo hay).

Peso propoleo: Peso en gramos del propoleo tomado
para la extraccion.
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ANEXOS

DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA ELABORACION DE LA SOLUCION DE CARBONATO DE SODIO

Pesarenunvasode 250ml
100g de Na,COs;

v

Agregar200ml de aguay
disolver en plancha magnética

v

Transferira un balén de 1000ml

v

Llevara volumen

y




o £
Vi = g

/ ¥ P S\‘

of

UNIVERSIDAD

NACIONAL

¥ DE COLOMBIA

MACROPROCESO GESTION DE LABORATORIOS

Caédigo:

Version: 1.0

PROCEDIMIENTO PARA LA DE'[ERMINACION DE
FENOLES TOTALES POR EL METODO DE FOLIN
CIOCALTEU EN EXTRACTOS VEGETALES

Pagina 7 de 8

DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA ELABORACION DE LA CURVA DE CALIBRACION

Pesarenunvasode 25ml, 50 mg de
acido caféico

\Z

Disolveren 10ml de etanol al 96%

\

Transferir cuantitativamente aun
balédn de 25ml y llevar a volumen con
etanolal 96%

v

En cada baldn de 10ml agregar
alicuotasde 0.5, 1,2, 3,4,y5ml
respectivamente

J

Llevara volumen con agua destilada

e

Determinacion de fenoles

\_/]v/_\

Construirla curva de calibracién con
las absorbanciasen el eje Yy las
concentracioneseneleje X

\

Reportar R2y ecuacion de la recta
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA DETERMINACION DE FENOLES

Enun balén de 50ml agregar 2ml de
aguadestilada

\
Agregar 500 ul de extractoy 500 ul de

reactivode Folin

\

Dejarreaccionar por 2min

v

Adicionar2ml de carbonato de sodio

\

Llevara volumen con agua destilada

v

Dejarreaccionarbajola oscuridad
durante 2h
\
Leerla absorbanciaa 765nm vy
registrar el valor

v




E. Procedimiento parala
determinacién de antocianinas por el
método del pH diferencial
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1. OBJETIVOS
Determinar el contenido de antocianinas totales en diferentes extractos de fruta y vegetales mediante el método
espectrofotométrico del pH diferencial.

2, ALCANCE
El procedimiento aplica para extractos etanélicos y etandlicos acidificados de frutas y hortalizas a los que se les
desee determinar el contenido de antocianinas monoméricas.

3. DEFINICIONES

Antocianinas: son glicésidos de las antocianidinas, sustancias fitoquimicas encargadas de dar coloraciones rojas-
azules a las plantas, atraer insectos y proteger de diferentes patologias y depredadores [1]; son compuestos
fendlicos que se encuentran dentro del grupo de los flavonoides [2]. Las fuentes mas reconocidas de antocianinas
son, en general, los frutos rojos como la mora, ardndanos, ciruelas, uvas eftc. La estructura base de una
antocianina tiene tres anillos, en medio acido presenta una carga positiva y son solubles en agua, el color que
estas sustancias muestren esta ligado con el pH del medio [3-4]; tienen un azucar que se une al anillo heterociclico
por C3 o 4, la diferencia en cada uno de los compuestos que pertenecen al grupo son las sustituciones de éste
anillo (ver figura 1); las estructuras mas comunes son las de cianindina, delfidina, pelarogodina, malvidina,
petunidina y peonidina [4]

Compuestos fendlicos: sustancias que poseen varias funciones fenol unidas a anillos aromaticos o cadenas
alinfaticas. Estas sustancias se encuentran naturalmente en las plantas, son compuesto fitoquimicos que
contribuyen a su pigmentacion, actlian como antioxidantes y les proporcionan sabor[1]. Se obtienen a partir de las
rutas metabolicas del siquimato, fenilpropanoide y fosfato pentosa. Juegan un papel importante en el crecimiento,
reproduccion y proteccion de las plantas [4].

_ ~ o
O. = (0]
A | I 0] 'UV/J RT/ ~F
O orx

\W o /\|_r
o] o]

(o]

flavone flavonol flavanone

’x s
e
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flavanol anthocyanidin

Figura No. 1 Estructuras genéricas de algunos compuestos polifenélicos
Fuente [4]
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DIFERENCIAL

4, NOTAS DE SEGURIDAD Y CONSIDERACIONES GENERALES
Seguridad

Es indispensable el uso del material de proteccion como bata, gafas de seguridad y guantes.

Generalidades

El espectrofotdmetro requiere de un tiempo de estabilizacion aproximado de 30min antes de la primera lectura.
Las celdas que utilice para la lectura de absorbancia no deben tener impresiones dactilares

5. PRINCIPIO DE LA TECNICA

Las antocianinas monoméricas muestran una diferencia de color segin el pH del medio en el que se encuentren,
cuando el medio es acido pH 1.0 prevalece la forma oxonio o cation flavilo que se evidencia en el color rojo intenso
de la solucion; cuando el pH del medio esté alrededor de 4.5 la forma predominante de la molécula es de
hemiacetal o chalcona, debido a que entrega un protdn se estabiliza y se transforma en un molécula incolora. La
diferencias de absorbancias de los pigmentos a una longitud de onda de 520nm y 700nm es proporcional a la
concentracion del pigmento. Los resultados son expresados como cianidina-3-glucosido. La forma polimérica de
estas moléculas son resistentes a los cambios de pH y no modifican su coloracion, por esto no entran dentro del
calculo. [5-6]

Las condiciones de lectura del espectrofotdmetro estan dadas para muestras donde el mayor contenido de
antocianinas esta representado por cianidina-3-glucosido; de realizar mediciones con referencia a otra de las
antocianinas debe revisarse tanto las longitudes de onda como los célculos.

6. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Las muestras a analizar seran extractos etandlicos de frutas y hortalizas que en general conservan el color de la
matriz de la cual provienen. Los extractos deben estar conservados a temperaturas de refrigeracion o congelacion
y no deben presentar sélidos de tamafio considerable, ademéas deben estar en envases que eviten el contacto con
la luz. Para el momento del analisis es importante que la muestra sea homogénea y este a temperatura ambiente.

Si la muestra presenta una turbidez considerable debe ser filtrada antes de realizar el ensayo, se recomienda
utilizar un filtro que no absorba las antocianinas (p.e. MilliporeTM membrane filter, 1.2 um pore size, Millipore
Corp., Bedford, MA)

1. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

Equipo: Materiales y reactivos:
Espectrofotémetro Jasco V-530 (734 nm) Solucién Cloruro de potasio 0.025 M
pHmetro Vaso de precipitado de 500ml
plancha de agitacion Balén aforado de 1L

Barra magnética de agitacion
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Cloruro de potasio Acido clorhidrico
Agua destilada Para el analisis de muestras
Acido clorhidrico Balon de 25mL (tantos como el doble de muestras

que vaya a analizar)
Solucion de acetato de sodio 0.4M
o Micopipeta 100-1000 uL
Vaso de precipitado de 500ml
Puntas para micropipeta 100-1000 L (tantas como

Balon aforado de 1L muestras vaya a medir)
Barra magnética de agitacion Buffer de acetato de sodio pH 4.5
Acetato de sodio CH;CO,Na-3H,0 Buffer de cloruro de potasio pH 1.0

Agua destilada

8. PROCEDIMIENTO
Elaboracion buffer de cloruro de potasio pH 1.0

En el vaso de precipitado de 500mL pese 1,869 de cloruro de potasio

Agregue 300mL de agua y agite hasta dilucién completa en la plancha de agitacion

Mida el pH de la solucion y ajustelo con acido clorhidrico (aproximadamente 6,3mL) a un valor de 1.0+0.05
Transfiera el contenido del vaso al balén aforado de 1L y lleve a volumen con agua destilada

oo oW

Elaboracion buffer de acetato de sodio pH 4.5

En el vaso de precipitado de 500mL pese 54,43¢ de acetato de sodio trihidratado CH;CO2Na-3H,0
Agregue 300mL de agua y agite hasta dilucién completa en la plancha de agitacién

Mida el pH de la solucidn y ajustelo con acido clorhidrico (aproximadamente 20mL) a un valor de 4.5£0.05
Transfiera el contenido del vaso al bal6n aforado de 1L y lleve a volumen con agua destilada

oo oo

Determinacion de antocianinas monoméricas

Determinacion de la dilucion
En un balén de 25 mL agregar una cantidad de extracto tal que no supere los 5 mL (para no exceder la capacidad del
buffer) y llevar a volumen con el buffer de pH 1.0; leer la absorbancia de esta mezcla (ajustar el blanco del equipo con agua
destilada), el valor debe estar dentro del limite linear del equipo (entre 0.2 y 1), una vez se obtenga la dilucién correcta, este
volumen sera el mismo a emplear en el siguiente punto.

Determinacion contenido de antocianinas totales
a. Ajustar el blanco del equipo con agua destilada
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b. Para una misma muestra tome dos balones de 25mL, agregue, en cada uno, el volumen determinado previamente de
extracto.

c. Uno de los balones llévelo a volumen con el buffer de pH 1.0y el otro con el buffer de pH 4.5

d. Lea las absorbancias para cada balén a 520 nm y a 700 nm luego de 20 min de reaccion, registre el valor de
absorbancia.

9.

CALCULOS Y EXPRESION DE RESULTADOS

Para expresar el contenido de antocianinas como cianidina-3-glucosido:

Determine el valor de A con el siguiente calculo

A=(As20-A700)pr1 —(As20-A700)pH4 5

Para el calculo de concentracion

Dénde

10.
1

ACY [mg/l[=(A*MW*DF*1000)/(¢*1)

MW: peso molecular de la antocianina de 1 corresponde al ancho de la celda

referencia=449.2 g/mol
¢ Coeficiente molar de extincion: 26900

DF: factor de dilucién (si aplica)
1000 es el factor de conversion de g a mg
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA ELABORACION DE LAS SOLUCIONES

Buffer cloruro de potasio

Buffer acetato de solio

ANEXOS

Pesar en un vaso de 500mL 1,86g de
KCl

Disolver en 200 ml de agua destilada

Medir el pH y ajustarlo a un valor de
1.0 con acido clorhidrico (aprox.
6,2ml)

Llevar a un balén aforado de 1Ly
completar a volumen

Pesar en un vaso de 500mL 54,42g de
CH32COONa-3H20

v

Disolver en 200 ml de agua destilada

v

Medir el pH y ajustarlo a un valor de
4.5 con acido clorhidrico (aprox.
20mlL)

Llevar a un balén aforado de 1Ly
completar a volumen
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA DETERMINACION DE ANTOCIANINAS

En un balén de 25mL agregar XmL de En un balén de 25mL agregar XmL de
extractoy llevar avolumen con buffer extractoy llevar avolumen con buffer
de cloruro de potasio (pH 1.0) de acetato de sodio(pH 4.5)
Agitar y dejar reaccionar por 20min
Ajustar el blanco del equipo con agua
destilada

Medir la absorbancia a 700nm vy
registrar valor

Medir la absorbancia a 520nm vy
registrar valor
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F. Procedimiento parala
determinacion del perfil aromatico de
bayas por medio de nariz electronica
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1. OBJETIVO
Determinar el perfil aromatico de bayas (mora, agraz, etc) por medio de nariz electrénica

2, ALCANCE
Este método es aplicable a frutos de tamafio comparable con el de la mora o el agraz que no necesiten de
calentamiento para la determinacion de sus compuestos volatiles.

3. DEFINICIONES

Espacio de cabeza: espacio libre en un recipiente entre su contenido y la parte superior en el que se espera se
concentren los volatiles encargados de generar el olor del producto ya sea por calentamiento o por simple equilibrio
entre los medios.

Estadistica multivariada: area de la estadistca que se encarga de estudiar a las diferentes
variables/caracteristicas de una misma muestra; es muy 0til por que se encarga de reducir los conjuntos grandes
de datos para facilitar el analisis y de encontrar la relacién entre variables, muestras o entre los dos. Para este tipo
de andlisis se tiene un conjunto de metodologias que se clasifican en dos grupos: i métodos supervisados:
permiten explorar y predecir patrones de comportamiento, clasifican y diferencian los datos, ii métodos no
supervisados que se encargan Unicamente de la clasificacion (agrupamiento) de datos. Respecto a los métodos
supervisados las técnicas més aplicadas son el analisis de componentes principales PCA y andlisis de la funcion
discriminante. [1]

Huella digital: resultado del analisis del perfil aromatico de una muestra; permite identificar respuestas
caracteristicas y se obtiene a partir de andlisis estadistico multivariado.

Plot of Component Weights
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Component 1 (B2.2%)
Fig.2 Plot of Component weights cbianed with elecronic nose data analysis

Figura No. 1 Andlisis de la respuesta de los sensores para una muestra cualquiera
Fuente [1]

Nariz electrénica: instrumento que simula el sentido del olfato del cuerpo humano. Es un dispositivo que tiene un
arreglo de sensores encargado de detectar y distinguir olores en diferentes matrices (farmacéuticas, cosméticas,
alimenticias, entre otras) [2]. El objetivo de éste equipo es generar una huella digital a partir de los volatiles
liberados por la muestra en un espacio de cabeza; no identifica sustancias pero es sensible a grupos funcionales,
lo que le permite monitorear el producto y establecer su perfil aromatico segun las condiciones en las que se
encuentre [3]. Este procedimiento no es destructivo y una de las aplicaciones en alimentos ha sido el control de la
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maduracion en las frutas y los cambios durante el periodo de vida Util de productos procesados [4-7]. El equipo se
compone de tres partes [2]: i. el sistema para el manejo de muestra: sistema de inyeccion por medio del cual se
absorben los volatiles y se trasportan hasta la cdmara de deteccidn, ii. sistema de deteccion: arreglo de sensores
(generalmente fabricados con un éxido metélico) que al interactuar con los volatiles quimica y fisicamente
transforman la respuesta en términos de conductividad y iii. un dispositivo para el procesamiento de informacion.[1]

Perfil aromatico: respuesta de los sensores de una nariz electronica a la interaccidn con las moléculas
responsables del olor de un alimento o en general de una muestra.

Pesl ammilico de cinelas en wn ciman de pliciicn

o4 L L
)

Tiempo

Figura No. 2 Perfil aromético de ciruelas en una camara de pléstico

4. NOTAS DE SEGURIDAD Y CONSIDERACIONES GENERALES
Seguridad

Es indispensable el uso del material de proteccion como bata, gafas de seguridad y guantes.
Generalidades

La nariz electronica debe utilizarse en ambientes preferiblemente aislados de olores fuertes y material particulado
para no afectar los resultados.

Los recipientes plasticos donde se concentran los aromas deben estar libres de olores que alteren los resultados.

La cantidad de muestra a evaluar debe asegurar que en el recipiente haya un espacio de libre igual a 1/3 del
volumen total.

En el momento de la lectura el vial debe estar formando un &ngulo recto con el soporte, se deben evitar los
movimientos tanto del vial como de la aguja y el contacto de ésta con las paredes.

Las paredes de la cdmara de concentracién no deben estar untadas de muestra, de lo contrario se pueden generar
errores en la lectura.
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Trate de organizarse para que pueda realizar el analisis de mas de una muestra de manera continua.

5. PRINCIPIO DE LA TECNICA
Las etapas para la determinacion de un perfil aromatico son:

-Generacion de volatiles: los alimentos son almacenados en frascos sellados en los que se asegura un espacio de
cabeza proporcional al volumen del recipiente donde se acumulan las sustancias volatiles encargadas de darle el
aroma caracteristico; algunas muestras requieren de calentamiento y otras a condiciones ambiente puede lograr la
el equilibrio entre las fases y una concentracion minima para ser detectada por los sensores de la nariz.

-Transporte de volatiles: el contenido del espacio de cabeza debe ser transportado hasta la camara de los
sensores para poder ser detectado, para esto se utiliza una jeringa y dos bombas (al interior del equipo) que se
encargan de controlar el flujo.

-Andlisis de la sefial: los 10 sensores con los que cuenta el equipo interactian con las sustancias enviando
respuestas en términos de conductividad. Esta informacion es almacenada, descargada y analizada; para su
interpretacién es necesario recurrir a herramientas del analisis multivariado que dara como resultado un grafico
correspondiente a la huella digital aromatica del producto analizado

6. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Las muestras a analizar seran frutas pequefias, en cualquier estado de madurez, que puedan ser ubicadas en los
recipientes plasticos dispuestos para este fin, en una cantidad tal que asegure el espacio de cabeza y
almacenados un tiempo determinado e igual para cada muestras que permita la concentracion de sus compuestos
volatiles. Es importante la homogeneidad de la muestra (que las condiciones de cada fruto en una misma lectura
sean uniformes) para no alterar la reproducibilidad de los datos.

1. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS
Equipos: Materiales y reactivos:

Nariz electrénica (Airsense PEN3 equipada Recipientes plasticos (cdmara de concentracion)

con 10 sensores) Sent
eptum

Balanza analitica )
Espatula-cuchara
Cinta pegante

Agujas para jeringa
PROCEDIMIENTO

Determinacion del perfil aromatico

o

Encender la nariz y luego iniciar el software en el computador (ver documento de manejo del equipo).
Pesar 259 de fruta y llevarla al vial de plastico (sin cerrarlo)

Ajustar los pardmetros de la nariz:

Flujo de camara: 70ml/min

Flujo de inyeccion: 60ml/min
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Tiempo de limpieza se sensores: 450s

Tiempo de lectura de muestra: 150s

Iniciar con la limpieza de sensores, pasados 150s de este paso cerrar el vial de la muestra que se desea analizar;
asegurese de pegar el septum en la abertura de la tapa y de que el frasco no tenga escapes.

Una vez finalice la limpieza del sensor introduzca la aguja por el orificio de la tapa y permita que el equipo realice la
lectura durante el tiempo definido.

Guarde el archivo (ver documento de manejo del equipo)

Limpie de nuevo los sensores, ya sea para analizar otra muestra o para dejar el equipo en condiciones adecuadas
para el proximo analisis.

Descargue los datos de cada sensor durante todo el tiempo de analisis (ver documento de manejo del equipo)

CALCULOS Y EXPRESION DE RESULTADOS

Andlisis estadistico multivariado que depende del objetivo de las medidas

10.
1.
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA DETERMINACION DEL PERFIL AROMATICO

- Pesar 25g de muestra Yy

i Flujo de la cdmara 70m|/m|n, | ub|car|a dentro del V|a|
! flujo de inyeccién 60 ml/min ! \I/

Limpiar sensores de la nariz
(tiempo de limpieza 450s)

! Alos. 150s de iniciada la . Cerrar vial (tiempo de
limpieza de sensoresse <=

i cierra elvial ; concentracién de 5 min)
g \]/

Inyectar aguja en el
vial(tiempo de lectura 150s)

Almacenar informacion

@ 5

Descargar la informacién
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