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RESUMEN

Este trabajo estudié el contenido de compuestos fendlicos, actividad antioxidante y el
contenido de vitamina C, en diferentes estados de madurez del fruto de tres variedades
de guayaba de Colombia. Se trabajé con dos de alta produccién silvopastoril, la regional
roja (RR) y la regional blanca (RB) y una de cardcter promisorio como es la variedad
guavata victoria (GV), todas provenientes de la regién de la hoya del rio Sudrez (San-
tander, Colombia). Se obtuvieron extractos etandlicos y se evaluaron el contenido de
fenoles libres, capacidades antioxidantes por ABTS**y DPPH®, FRAP, decoloracién del f-
caroteno y el contenido de vitamina C por HPLC. La guayaba RB en estado maduro fue
la variedad que mostré mayor valor de contenido de fenoles libres y mejores capacidades
antioxidantes y la RR fue la que presenté mayor valor de contenido de vitamina C.
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ABSTRACT

This work studied the phenolic content, antioxidant activity and the content of vitamin
C in different stages of maturity of the fruits of three varieties of guava in Colombia. We
worked with two wild varieties, the regional red (RR) and white regional (RB) and a
promising character as is the variety guavata victory (GV), all from the Sudrez River region
(Santander, Colombia). Ethanol extracts were obtained and evaluated free phenol
content, antioxidant capacity by ABTS** and DPPH®*, FRAP, bleaching of B-carotene and
vitamin C by HPLC. The RB when ripe showed higher value of free phenolic content and
antioxidant capacities and best RR was the one with higher value of vitamin C.
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INTRODUCCION

Este trabajo se enfoca en tres importantes variedades de guayabas colombianas: la
regional roja (RR), la regional blanca (RB) y la guavata victoria (GV), que actualmente
son utilizadas principalmente en la elaboracién de productos alimenticios de arraigo
popular en la gastronmia nacional (bocadillos y dulces). Sin embargo, a pesar de ser Co-
lombia un importante pafs productor de guayaba, el hecho de ser una fruta altamente
perecedera y de poseer muchos problemas fitosanitarios, muestra bajas exportaciones
en comparacién con otros paises latinoamericanos como Brasil o México. Se evalta el
contenido de fenoles, la vitamina C y la capacidad antioxidante que presentan estas
variedades en sus diferentes estados de madurez, con el objetivo de aprovechar propie-
dades funcionales tales como las antioxidantes, que permitan utilizarla en alimentos
de consumo masivo en el pais y fuera de él y que contribuyan en la disminucién de
enfermedades relacionadas directamente con el dafio celular causado por la exposicién
a altos niveles de radicales libres (Ames et al., 1993).

MATERIALES Y METODOS

Las guayabas estudiadas fueron suministradas por la cooperativa Exito (de cultivos tec-
nificados) ubicada en el municipio de Vélez, departamento de Santander, Colombia. Se
emplearon reactivos T.J.Baker y beta caroteno (Sigma), y se utilizé agua T.J.Baker
calidad HPLC.

DISENO EXPERIMENTAL

Se aplicé un disefio de parcelas divididas de tres variedades de guayaba la RR, RB y GV
en cuatro estados de madurez (inmadura, pintona, madura, sobre madura).

Las variables respuesta, fueron el indice de madurez (relacién entre los grados brixy la
acidez titulable), expresada como % de 4cido citrico, contenido total de fenoles y acti-
vidad antioxidante. La acidez titulable se evaltio de acuerdo con la norma técnica co-
lombiana, NTC 4623 y el contenido de sélidos solubles se midié con un refractémetro
Atago 8682, expresando el resultado como sélidos solubles.

METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO DE COMPUESTOS FENOLICOS

La extraccién de compuestos fendélicos se realizé con base en las condiciones previa-
mente optimizadas (Restrepo et al., 2009) con algunas modificaciones. Se utiliz6 una
masa de fruta de 1,5 +/- 0.20 g y la proporcién masa de fruta - etanol de 1:10 con un
tiempo de 30 minutos y una temperatura de 50° C. Se realizé una segunda extraccién
bajo las mismas condiciones, y el extracto total obtenido se centrifugé durante 15
minutos a 3500 gravedades a 4 °C. El sobrenadante obtenido de cada lote de muestra
se llevé a un volumen final de 25 mLy se utilizé para las determinaciones del contenido
de fenoles libres y las diferentes técnicas de medida de actividad antioxidante.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé andlisis de varianza (ANOVA) y las diferencias significativas entre las variables
(estado de madurez, variedad de guayaba, contenido de fenoles y capacidades antioxi-
dantes) fueron separadas por medio del contraste multiple de rangos, se consideré p <
0,05 como estadisticamente significativo. Se utilizé el paquete estadistico STATGRAPHICS
Plus Versién 5.1.

CONTENIDO DE FENOLES LIBRES

El contenido de fenoles libres (Zhou et al., 2006), se cuantificé por el método de Folin
Ciocalteu con algunas modificaciones. Se preparé una curva de calibracién utilizando
acido galico como patrén de cuantificacién en un rango de concentracién de 0,0 a 6,0
mg/L. Se tomaron 100 pL de una mezcla formada por solucién stock 1,0 mM de acido
gélico y agua destilada teniendo en cuenta que en el volumen final de la mezcla (1,6
mL), se obtuvieron concentraciones dentro del rango deseado de 0 a 6 mg/L. Posterior-
mente se adicionaron 750 pL de reactivo de Folin Ciocalteu 10 % v/vy 750 pL de Na2COs
al 6 % en masa. Transcurridas dos horas a temperatura ambiente (18 °C) y en condi-
ciones de oscuridad, se hicieron lecturas directas de absorbancia a 765 nm de la mezcla
anterior, con un espectrofotémetro Genesys 10 UV (Madison WI 53711, USA). A partir
del extracto que se obtuvo de la guayaba, se realizé una dilucién al 40 % v/v en agua y
se tomaron los mismos voltmenes y condiciones descritas con anterioridad. La muestra
control o blanco se utilizé bajo las mismas condiciones pero con 100 pL de agua des-
tilada. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de 4cido gélico por cada
100 g de fruta entera en base hiimeda.

ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIRRADICALARIA POR BLOQUEO DE RADICALES LIBRES (ABTS**)

Se realizé el ensayo ABTS** (Reetal., 1999), para lo cual se preparé una mezcla 1:1 v/v
compuesta por ABTS 7,0 mMy persulfato de potasio 0,45 mM, la cual se dejé reposar
en oscuridad durante minimo 16 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se tomé
un pequefio volumen de la solucién anterior (ABTS**) y se diluyé con etanol hasta al-
canzar una absorbancia inicial de 0,7 + 0,20 a 734 nm. Se preparé una curva de calibra-
cién utilizando Trolox como patrén de cuantificacién en un rango de concentracién de
de 0 a 20 pM. Se tomaron 950 pL del reactivo catién radical ABTS** y se adicionaron
50 pl de soluciones patrén de Trolox teniendo en cuenta que con el volumen final de la
mezcla (1,0 mL), se obtuvieran concentraciones dentro del rango deseado. La mezcla
se dej6 incubando 30 minutos a una temperatura de 30 °C.

Para los extractos etandlicos obtenidos a partir de las guayabas, se realizaron diluciones
al 40 % v/v en etanol y se tomaron las mismos volimenes y condiciones descritas an-
teriormente, pero con tiempo de incubacién de 60 minutos. Se hicieron lecturas directas
de absorbancia a las mezclas a 734 nm con un espectrofotémetro Genesys 10 UV
(Madison WI 53711, USA). La muestra control se utilizé bajo las mismas condiciones
pero con 50 pL de etanol. Los resultados se expresaron como pmol equivalentes de
Trolox/g fraccién comestible en base htiimeda.

ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIRRADICALARIA POR BLOQUEO DE RADICALES LIBRES (DPPH®)
Para el ensayo DPPH, (Williams et al., 1994), se preparé una solucién stock de DPPH 1
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mM en etanol. Posteriormente, se tomé un pequefio volumen de solucién anterior y se
diluyé con etanol hasta alcanzar una absorbancia de 1,00 + 0,20 a 517 nm. Se preparé
una curva de calibracién utilizando Trolox como patrén de cuantificacién en un rango de
concentracién de de 0 a 25 pM. Se tomaron 950 pL del reactivo radical DPPH* y se
adicionaron 50 pl de soluciones patrén Trolox teniendo en cuenta que con el volumen
final de la mezcla (1,0 mL), se obtuvieran concentraciones dentro del rango deseado. La
mezcla se dejé incubando 30 minutos a temperatura ambiente. Para los extractos
etandlicos obtenidos a partir de las guayabas se realizaron diluciones al 40 % v/v en etanol
pero con tiempos de incubacién de 90 minutos. Se hicieron lecturas directas de absor-
bancia a las mezclas a 517 nm con un espectrofotémetro Genesys 10 UV (Madison WI
53711, USA). La muestra control se utilizé bajo las mismas condiciones pero con 50 pL
de etanol. Los resultados se expresaron como pmol equivalentes de Trolox/g fraccién
comestible en base hdmeda.

ENSAYO DE CAPACIDAD REDUCTORA

La evaluacién de la actividad reductora (FRAP, del inglés Ferric-Reducing Antioxidant Power)
se llevé a cabo segtin el método de Benzie y Strain (1996). Para el ensayo FRAP se pre-
paré un buffer acetato de sodio 300 mM pH 3.6, TPTZ en concentracién 10 mM di-
suelto en HCL 40 mM y FeCl3-6H20 20 mM. El complejo férrico fue preparado mezclan-
do las siguientes cantidades: 25 ml de buffer de acetato de sodio, 2,5 ml de solucién
de TPTZ y 2,5 ml de solucién FeCls-6H20 en un volumen final de 100 mL. Se preparé
una curva de calibracién utilizando Trolox como patrén de cuantificacién en un rango
de concentracién de de 0 a 35 pM. Se tomaron 950 pL del reactivo de FRAP y se adi-
cionaron 50 pl de soluciones patrén Trolox teniendo en cuenta que con el volumen
final de la mezcla (1,0 mL), se obtengan concentraciones dentro del rango deseado. La
mezcla se dejé incubando 10 minutos a 37 °C. Para los extractos etandlicos obtenidos
a partir de las guayabas se realizaron diluciones al 40 % v/v en etanol pero con un tiem-
po de incubacién de 30 minutos. Los resultados se expresaron en pmol Trolox/g de
fruta en base himeda. Se hicieron lecturas directas de absorbancia a las mezclas a 593
nm con un espectrofotémetro Genesys 10 UV (Madison WI 53711, USA). La muestra
blanco se utilizé bajo las mismas condiciones pero con 50 pL de agua. Los resultados
se expresan como pmol equivalentes de Trolox/g fraccién comestible en base hiimeda
Ensayo de decoloracién del -caroteno

Para este método (Velioglu et al., 1998), se prepararon dos emulsiones: la emulsién
blanco o referencia que estd formada por 0,20 mL de CHCls, 0,6 mL tween 20, 0,04 mL
de acido linoleico en un volumen final de 100 mL con agua desionizada. La otra emul-
sién llamada solucién coloreada se preparé afiadiendo los mismos componentes pero
se adicionaron 0,20 mL de B-caroteno (1 mg/mL en cloroformo). Las dos se mantu-
vieron cinco minutos en ultrasonido. Se prepararon tres soluciones a partir de las emul-
siones previamente descritas. La solucién blanco se preparé mezclando 3,5 mL de
emulsién blanco con 0,5 mL de mezcla metanol, la solucién control se preparé mez-
clando 3,5 mL de emulsién coloreada con 0,5 mL de metanol y la solucién con muestra
se preparé mezclando 3,5 mL de emulsién coloreada con 0,5 mL de muestra antioxi-
dante o patrén de referencia, acido galico, en este trabajo fue de concentracién 65,5
pUM. Las anteriores soluciones se incuban a 50 °C durante dos horas.
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DETERMINACION DE VITAMINA C TOTAL

Para la determinacién de vitamina C total (acido ascérbico y dehidroascérbico) en las
tres variedades de guayabas en los cuatro estados de maduracién se utilizé croma-
tografia liquida de alta eficiencia (HPLC) segtin metodologia de Gékmen (2000).

EXTRACCION DE LA VITAMINA C TOTAL DE LA FRUTA FRESCA

Para la extraccién de la vitamina C de las frutas de guayaba se pesaron 2,0 + 0,10 g del
puré que fueron extraidos con 10,0 mL de agua desionizada mediante agitacién durante
cinco minutos.

Los extractos se centrifugaron a 3500 gravedades a 4 °C por 15 min. El sobrenadante se
colé a través de un filtro Millipore® de 0,45 um, se tomd 1,0 mL del extracto y se llevé a
un volumen final de 10,0 mL de fase mévil para su inyeccién al equipo de HPLC. Se trans-
firié 1,0 mL de cada patrén a frascos dmbar (para evitar la oxidacién por la luz) y se le
adicioné 1,0 mg de ditiotreitol utilizado como agente reductor del 4cido deshidrascérbico.
La mezcla se dejé reaccionar durante dos horas en la oscuridad, se colé a través de un
filtro Millipore® 0,45 pm para su inyeccién al equipo de HPLC. La curva de calibracién
obtenida con soluciones de dcido ascérbico entre 0 a 20 mM, se utilizé para la cuantifi-
cacién de la vitamina C total. Para las muestras de guayaba se transfirié 1 mL del
extracto obtenido de la fruta fresca y se colocd en un frasco dmbar y se le adicioné 1
mg de ditiotreitol. La mezcla se dejé reaccionar durante dos horas en la oscuridad, se
filtré a través de microporo de 0,45 mm y se inyecté al equipo de andlisis.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

La fase mévil que se utilizé fue una solucién de fosfato monobdsico de potasio (KH:
PO4) 0,2 M ajustado a pH 2,4 con H3POs filtrada por un filtro de 0,45 mm y desgasi-
ficada en ultrasonido por diez minutos. El flujo utilizado fue de 1,0 mL/miny la colum-
na empleada fue RP-18 Licrhosorb (150 mm x 4.0 mm d.i - 5 pm tamafio de particula)
manejada a temperatura ambiente. El detector UV-Vis se utilizé a una longitud de onda
de 254 nm para el acido ascérbico. El contenido de acido ascérbico total (AAT) se ex-
presa como mg acido ascérbico /100 g de fruta.

EXTRACCION Y ANALISIS PRELIMINAR DE FENOLES DE LA VARIEDAD CON MAYOR CONTENIDO DE
FENOLES Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

En la figura 1 se presenta un diagrama general de la metodologia aplicada para la
extraccién y el andlisis preliminar de fenoles obtenidos de la guayaba. Se escogié la va-
riedad y el estado de madurez que presenté mayor contenido de fenoles libres, mayores
capacidades antioxidantes y alto contenido de vitamina C. Ademads, se verificaron las
correlaciones existentes entre estas variables como criterio para continuar con el andlisis
preliminar de fenoles.

Se realizé una extraccién de los fenoles preparando una columna con Amberlita® XAD 2.
La guayaba entera se macerd y se mezclé con agua en proporcién 2:1 m/m (agua: fruta)
por 10 min. Posteriormente, se centrifugé a 3500 gravedades otros 10 min a 4 °C recolec-
tando el sobrenadante. El paso anterior se hizo por duplicado. El sobrenadante se eluyé
a través de la columna en proporcién en masa Amberlita y sobrenadante 1:1y luego se lavé
con agua desionizada hasta que el eluido se mostré completamente incoloro, en este
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Extraccion liquido solido
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Figura 1. Metodologfa aplicada para la extraccién y andlisis preliminar de fenoles de la variedad con

Il

mayor contenido de fenoles y capacidad antioxidante

paso son eluidos los compuestos altamente polares como acidos orgénicos y azticares.
A continuacidn se eluyeron los fenoles con metanol y el extracto obtenido se concentré
a sequedad en un rotavapor a 40 °C a presién reducida (Simunic et al., 2005) y se llevé a
un volumen final con 10,0 mL de metanol. El extracto metandlico obtenido se monitoreé
por espectroscopia UV a una longitud de onda de 280 nm, y se considerd el fin de la
extraccién cuando la absorbancia correspondiera al 10 % de la absorbancia inicial.

HIDROLISIS ACIDA DE FRACCIONES OBTENIDAS

El proceso de hidrdlisis se realizé con el objeto de liberar los posibles carbohidratos
ligados y obtener la correspondiente agliconas flavonoides presentes en el extracto
metandlico, producto de la separacién con Amberlita® XAD-2. Se tomaron 10 mL
de extracto metandlico o acuosos obtenido de la extraccién de la columna Amberlita y
se mezclaron con HCl 1,5 M en reflujo durante dos horas. Se dejaron enfriar, luego se
llevaron al rotavapor a 50 °Cy con vacio para retirarle el metanol atin presente. Después
se le adicionaron 15 mL de acetato de etilo y se llevaron a la fase acuosa (la mds densa)
a pH 7,0 con NaOH 1,0 M para posibilitar la liofilizacién. La fase orgdnica (la menos
densa) se llevé a sequedad con un rotavapor a 40 °C a presién reducida, y se llevé a un
volumen final de 10 mL con metanol.

*
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DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FENOLES Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE FRACCIONES
PRODUCTO DE LA EXTRACCION POR AMBERLITA® XAD 2 Y DE LA HIDROLISIS ACIDA

Para el estudio del contenido de fenoles y capacidad antioxidante de las diferentes fraccio-
nes, producto de de la separacién por Amberlita® XAD 2 y las obtenidas por hidrdlisis
acida, se utilizaron los ensayos de determinacién de contenido de fenoles libres, bloqueo
de radicales libres ABTS**y DPPH* y capacidad reductora FRAP (descritos anteriormente).

RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los resultados que se muestran en la Tabla 1 son el promedio de minimo tres

determinaciones y su correspondiente desviacion estandar.

Contenido de fenoles libres (mg acido galico /100 g fruta total)

Verde Pintona Madura Sobremadura
RR 130,4 33° 248,53 4,6 248,26 11,7 ° 188,45 12,26
RB 198,62 3,5 = 230,87 26,8 ° 300,67 12,3 ¢ 254,08 6,9
GV no evaluado 292,78 21,4 * 2813418 * 217,65 13,6 °
Palmira ICA-1 = 147,71 6,53 ¢ 247,0418,22° 322,56 12,65 * . 250,27 7,38
ABTS Medicién actividad antioxidante (pmol Trolox/g fruta)

Verde Pintona Madura Sobremadura
RR 10.230,17 21.190,81° 15.710,29 ¢ 14.450,22 ¢
RB 17.820,50 19.900,98 = 23.100,33 25.560,69 °
GV no evaluado 22.590,38 * 22.761,07 17.560,50°
Palmira ICA -1 17.421,33 ¢ 33.273,49° 48.574,79 * 37.055,09°
DPPH Medicién actividad antioxidante (pmol Trolox/g fruta)

Verde Pintona Madura Sobremadura
RR 4.530,25 ® 18.370,14° 15.880,30° ¢ 12.310,31°¢
RB 14.600,42 * 17.530,76 © 20.200,68 © 19.430,22%¢
GV no evaluado 19.830,46 * 18.430,26 * 15.610,54°
Palmira ICA -1 2.040,36 ¢ 3.770,36° 5.930,49 * 2.860,51°"
FRAP Medicién actividad antioxidante (pmol Trolox/g fruta)

Verde Pintona Madura Sobremadura
RR 12.580,15 39.940,16 ® 32.410,13 ¢ 27.710,15 ¢
RB 32.570,99 * 35.420,68 ® 40.220,28 ° 42.820,008 ®
GV no evaluado 42.530,19 * 36.640,11° 37.132,69°
Palmira ICA -1 23.231,18 ¢ 25.931,74°% 36.091,83 = 25.910,91°
Decoloracién
del B-caroteno Medicién actividad antioxidante (pmol Trolox/g fruta)

Verde Pintona Madura Sobremadura
RR 41,78+/-1,2 2 47,02+/-3,2° 43,76+/-0,5 * 44,49+/-21 *
RB 40,83+/-0,83 2 47,81+/-0,9 ® 47,72+/-0,96 ® 43,75+/-0,62 *
GV no evaluado 4114+/-11 @ 36,37+/-0,65° 47,43+/-0,39 ©
Palmira ICA-1 . 9,28+0,78 ¢ 10,13+1,62 ° 13,06+1,06 10,13+1,62 °

Tabla 1. Valores del contenido de fenoles libres y actividad antioxidante en las diferentes variedades y

estados de madurez. Letras diferentes sefialan que existen diferencias significativas entre muestras.
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CONTENIDO DE FENOLES LIBRES

Se observé que para las variedades RR y RB el contenido de fenoles presenta la ten-
dencia de aumentar hasta el estado maduro. Respecto a la variedad GV, lo observado
es que existe un maximo de contenido de fenoles en el estado pintén a diferencia de las
anteriores variedades.

Lo observado para las variedades RR y RB, podria explicarse con base en la teorfa que
los compuestos monofendlicos (como los acidos fendlicos y los fenilpropanoides) son
intermediarios y derivados de las rutas metabdlicas fenilpropanoide y shikimato. La
conversién de L-fenilalanina a 4cido transcindmico es el paso inicial de la ruta bio-
sintética de fenilpropanoides, reaccién que es catalizada por la fenilalaninaamonialiasa
(FAL), una enzima reguladora de la sintesis de fenoles (Salisbury et al., 1996). Esta enzima
permanece activa durante las tltimas etapas del crecimiento del fruto e inicios de la ma-
duracién favoreciendo la biosintesis de estos compuestos fenélicos (Arellano Gémez et
al., 2005). Este comportamiento coincidié con estudios en otras frutas tropicales como
el zapote mamey (Alia Tejecal et al., 2008), el zapote negro (Arellano Gémezet al., 2005),
banano (Ibrahim etal., 1994) y mango (Abu-Goukh etal., 1993).

Al llegar al estado sobremaduro o fase de senescencia se not6 una disminucién en el con-
tenido de fenoles, que podria ser explicado por el alto metabolismo oxidativo que en esta
fase favorece la aparicién de especies reactivas de oxigeno singlete. Los fenoles al igual que
el acido ascérbico, acttian como antioxidantes primarios produciéndose su disminucién.
Este comportamiento coincidié con estudios en otras frutas tropicales como el zapote
mamey, el zapote negro, banano y mango. La variedad que presenté mayor contenido de
fenoles libres fue la variedad RB (en estado maduro) con un valor de 305,2 + 10,2 mg
acido galico/100 g de fruta. De manera general se pudo observar que los investigadores
que utilizaron etanol o mezclas etanol-agua como solventes de extraccién, reportaron
menores valores respecto a los que trabajan con metanol y acetona, considerados por mu-
chos investigadores buenos solventes para la extraccién de antioxidantes polares (Lu etdl.,
1999), pero no permitidos como aditivos en alimentos por su toxicidad. Sin embargo, en
este trabajo se utilizé etanol como solvente de extraccién y los valores resultaron altos
posiblemente por el uso de la fruta entera para los analisis respectivos.

MEDICION DE ACTIVIDAD ANTIRADICALARIA POR ABTS**

La tendencia que se observa es que a medida que la fruta madura, se presenta una ma-
yor capacidad de bloqueo de radicales libres ABTS**, hecho que podria estar relacio-
nado con aumento en el contenido de fenoles libres que acttian como captadores de
radicales libres. Si se comparan los valores obtenidos con otros autores (Restrepo et al.,
2009; Rojas Barquera et al., 2009) se observan diferencias notables. Posiblemente los
lavados efectuados con acetona por estos autores mejoraron la extraccién de fenoles
de polaridad intermedia que con etanol son mas dificil de extraer, hecho que influyé
notablemente en los valores reportados.

La variedad que presenté mayor capacidad de bloquear los radicales libres ABTS** fue
la variedad GV (en estado maduro) con un valor de 30,25 pmolTrolox/ g de fruta, se-
guido de la variedad RB (en estado maduro) con un valor 28,06 umolTrolox/ g de fruta.
Segtin el contraste multiple de rango si existen diferencias estadisticamente significativas
(DES) para la capacidad antioxidante.
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La variedad que presenté mayor actividad por este método fue la variedad RB (en esta-
do maduro) con un valor de 24,54 +0.83 pmolTrolox/ g de fruta, seguido de la variedad
GV (en estado maduro) con un valor 24,50 umolTrolox/ g de fruta. Segtin el contraste
multiple de rango no hay diferencias estadisticamente significativas entre las dos varie-
dades. La tendencia que se observé fue que a medida que la fruta se maduré se presenté
una mayor capacidad de bloqueo, hecho que podria estar relacionado con el aumento
en el contenido de fenoles libres que actiian como captadores de radicales libres.

MEDICION DE ACTIVIDAD ANTIRADICALARIA POR DPPH

Se observa que hubo una disminucién de la capacidad de bloquear radicales libres DPPH
en el estado sobremaduro, esto va ligado al comportamiento caracteristico de los fenoles
ya explicado anteriormente. Cabe recordar que los tiempos de incubacién en este trabajo
fueron de 90 minutos, lo anterior confirma cémo con solventes fuertemente aceptores de
hidrégenos, como el etanol, trabajan muy lentamente con el DPPH*, ademads, por impedi-
mento estérico moléculas de gran tamario, se pueden obtener menores valores de capa-
cidad antioxidante.

MEDICION DE CAPACIDAD REDUCTORA POR ENSAYO FRAP

La variedad que presenté mayor capacidad reductora FRAP fue la variedad RB (en es-
tado maduro) con un valor de 48,85+0,34 umolTrolox/ g de fruta, seguido de la varie-
dad GV (en estado maduro) con un valor 48,71+0,71 pmol Trolox/g de fruta. Segtin el
contraste multiple de rango, no hay diferencias estadisticamente significativas entre las
dos variedades. La tendencia que se observa es que a medida que la fruta madura se
presenta una mayor capacidad para reducir el complejo férrico (presencia de sustancias
con potencial redox menor a 0,70 V), hecho que podria estar relacionado con el au-
mento en el contenido de fenoles que actéian como oxidantes. En el estado sobrema-
duro se noté una disminucién capacidad reductora FRAP a causa de la menor dispo-
nibilidad de fenoles que funcionan como especies reductoras.

DECOLORACION DEL 3-CAROTENO

La variedad que presenté mayor inhibicién de la peroxidacién lipidica fue la RB (en estado
pintén) con un valor de 47,81 + 0,26 pmol 4cido galico/ g fruta, seguido de la RB (en es-
tado maduro) con un valor 47,72 +0,24 pmol 4cido gélico/ g frutay la GV (en estado so-
bremaduro) con 47,43 £1,25 pmol 4cido gélico/ g fruta. Segtn el contraste mdltiple de
rango no hay diferencias estadisticamente significativas (DES) entre estas tres variedades.
No existe una tendencia definida respecto a su variacién respecto al estado de madurez.
A pesar de que en variedades tales como la RRy RB, los mayores valores obtenidos son
en el estado pintdn; en el estado sobremaduro no se presentan diferencias significativas
respecto a los otros estados de madurez (como se observa claramente en otros ensayos
de capacidad antioxidante).

Como referencia se pueden citar a Kuskoski et al., 2005, quienes obtuvieron valores de
52,8 + 4,7 ymol 4cido galico/ g de fruta para la pulpay 29,7 + 2,1 umol 4cido gélico/ g
de fruta para la cascara de la guayaba roja, y valores de 14.6 + 1.2 pmol 4cido gélico/ g
de fruta para la pulpay 23,2 £1,6 pmol 4cido galico/ g de fruta para la cascara de la
guayaba blanca relativo al patrén de 50 uM de acido gélico.
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Para la variedad GV, se observé un comportamiento diferente que para las otras porque
se obtuvo mayor capacidad de inhibicién de la peroxidacién lipidica para el estado
sobremaduro.

VITAMINA C TOTAL

La variedad que presenté mayor contenido de vitamina C total fue la variedad RR (en
estado maduro) con un valor de 277,4 mg acido ascérbico/100 g de fruta, seguido de
la variedad RR (en estado pintén) con un valor 272,4 mg 4cido ascérbico/ g de fruta.
Segtin el contraste multiple de rango si hay diferencias estadisticamente significa-
tivas entre las dos variedades. Se presenté un comportamiento caracteristico para la
RB, no se observa diferencia estadisticamente significativa entre el estado maduro y
sobremaduro.

Podria explicarse este comportamiento por la mayor acidez que esta variedad presenta,
lo cual facilité la disponibilidad de otros acidos organicos susceptibles a ser utilizados
como fuente de energia para los procesos oxidativas propios de la senescencia, per-
mitiendo una mayor disponibilidad de 4cido ascérbico.

Se observé un mayor contenido de vitamina C total para la RR respecto a los valores
reportados en la literatura, lo cual se podria justificar debido a que este trabajo utilizé
la fruta entera (cdscara, casco, pulpa y semillas), y en otros trabajos se acostumbra a
analizar inicamente la pulpa (Lim et al., 2007; Vasco et al., 2008).

Diversos autores como Bashir (2003) y Abu-Goukh (1993) reportaron valores mayores
de vitamina C y fenoles en la cascara de la guayaba respecto a la pulpa. Esto podria
estar justificado en la utilizacién por parte de las plantas de este tipo de compuestos
en la proteccién contra enfermedades, insectos y en la captacién que estas hacen hasta
del 90 % de las radiaciones UV, para impedir efectos nocivos de las radiaciones en los
tejidos internos de la planta (Palazén et al., 2009).

CORRELACIONES

Para observar la relacién existente entre el contenido de fenoles, capacidad antioxidante
y contenido de vitamina C se evalué calculando los coeficientes de correlacién descritos
en la Tabla 2.

Se observé una alta correlacion entre el contenido de fenoles y los ensayos de capacidad
antioxidante de DPPH, FRAP y ABTS, pero una baja correlacién con el ensayo de B-
caroteno y el contenido de vitamina C.

También se determind una baja relacién entre el contenido de vitamina Cy los ensayos
de capacidad antioxidante de DPPH y FRAP y poca relacién entre el contenido de
vitamina C con el ensayo de p-caroteno y el de ABTS.

Variable ABTS DPPH FRAP B caroteno Vitamina C
Contenido de fenoles 0,7371 0,8942 0,8652 0,1628 0,3432
Vitamina C 0,1992 0,4324 0,4379 0,1882 -

Tabla 2. Coeficientes de correlacién entre contenido de fenoles ensayos de capacidad antioxidante y
contenido de vitamina C.
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Estos resultados estdn acordes a lo reportado por otros autores (Mahattanatawee et dl.,
2006) quienes mencionan una alta correlacién entre el ensayo de DPPH y el contenido
de fenoles, sin embargo, también se encontré una baja correlacién entre la técnica de
DPPH y el contenido de acido ascérbico.

Por otro lado, Vasco et al., 2008, obtuvieron alta correlacidn entre el contenido de fe-
nolesy la capacidad antioxidante medida como DPPH, FRAP y ABTS. Thaipong (2006)
y Duetal., (2009) encontraron alta correlacién entre los ensayos.

ABTS, DPPH, FRAP con el contenido de fenoles y vitamina C, y entre el contenido de
fenoles y la vitamina C. Respecto a la baja correlacién observada en este trabajo entre
el contenido de fenoles, la vitamina Cy la capacidad antioxidante medido por el ensayo
de B-caroteno. Hassimotto et al., 2005, reportaron el mismo comportamiento.

El ensayo de p-caroteno es mas selectivo con especies de caracter lipofilico, y los sol-
ventes de extraccién utilizados (metanol y etanol) no corresponden a este caracter, lo
que puede ser la causa de la baja correlacién obtenida con el contenido de fenoles.
Se podria concluir de manera parcial que las variedades de guayaba estudiadas pre-
sentaron altos contenido de fenoles libres (especialmente la RB), altos contenidos de
vitamina C (especialmente la RR), altas actividades antioxidantes (especialmente con
el ensayo FRAP) y baja correlacién con el ensayo de decoloracién por p-caroteno.
Ademds, se encontraron altas correlaciones entre el contenido de fenoles libres y las
actividades antioxidantes medidas con los ensayos de DPPH Y FRAP. Esto permitiria
deducir que los fenoles son los principales causantes de esa actividad antioxidante. El
hecho de que las variedades de estudio presentaran un bajo nivel de correlacién entre
el contenido de fenoles con el contenido de vitamina C, podria indicar que la presencia
de esta vitamina no interfirié de manera importante en la determinacién del contenido
de fenoles libres.

Respecto a la baja correlacién obtenida entre el contenido de compuestos fendli-
cos y el ensayo de decoloracién por p-caroteno, se podria indicar que los fenoles
presentes en las guayabas de estudio prefieren utilizar como mecanismo de capacidad
antioxidante la transferencia de electrones al mecanismo de transferencia de hi-
drégenos usualmente caracteristico del ensayo de decoloracién del p-caroteno (Apak
etal., 2007).

CONTENIDO DE FENOLES Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE, DE FRACCIONES PRODUCTO DE LA
EXTRACCION POR AMBERLITA® XAD-2 Y DE LA HIDROLISIS ACIDA

Se determind el contenido de fenoles libres y la capacidad antioxidante (Ginicamente por
las técnicas DPPH y FRAP que fueron las que mejor correlacién tuvieron con el conte-
nido de fenoles) obteniéndose los resultados observados en la Tabla 3.

Respecto al estudio de las fracciones obtenidas por separacién de la Amberlita® XAD-
2 y los correspondientes productos de la hidrdlisis acida, se observé que todas estas
fracciones presentan menores valores de contenido de fenoles libres y de actividad
antioxidante, en comparacién a los valores obtenidos con el extracto etanélico crudo
(excepto para el ensayo de FRAP, donde se nota que la capacidad reductora es mayor
para esta fraccién por cantidad de fenoles disponibles. Sin embargo, se puede notar que
el extracto metandlico presenta valores mas altos que el extracto acuoso y las corres-
pondientes fases acuosa y orgdnica producto de la hidrdlisis dcida.



Vol17-3D_Maquetacién 1 2/12/12 16:14 Pagina 622 %

622 Articulo - Estudio del contenido de fenoles y actividad antioxidante de guayaba en diferentes estados
de madurez. Olaya, Restrepo.

Técnica Extracto Extracto Hidrélisis Hidrdlisis Hidrdlisis Extracto
metandlico | acuoso 4cida EMC 4dcida EMC | 4cida etandlico
(EMCQ) Amberlita | fase acuosa | fase extracto guayaba
Amberlita XAD 2 acuosa acuoso Bianca
XAD 2 Amberlita

XAD 2

CFLmgag/ 100 g fbH | 62,50 +- 9,32 +- 0,76 +/- 5,72+/- 6,65+/- 305,2+/-
3,8 0,53 0,04 0,32 0,63 10,23

ABTS pmoles /g fbH 6,31 +/- 2,60+- 0,16 +/- 5,21+/- 0,64+/- 28,06+/-
0,17 0,23 0,003 0,17 0,012 0,4

DPPH pmoles /g foH | 2,52 +/- 0,28 +/- | 0,020 +/- 0,85 +/- 0,49 +/- 24,54+/-
0,13 0,043 0,05 0,042 0,009 0,83

FRAP pmoles /g fbH 62,244/~  0,71+/- | 0157 +/- 1,20 +/- 0,75 +/- 48,85+/-
1,45 0,21 0,008 0,88 0,20 0,34

Tabla 3. Contenido de fenoles y capacidad antioxidante de fracciones y subfracciones producto de la
extraccion por Amberlita XAD2.

CONCLUSIONES

De las variedades y estados de madurez de guayabas analizadas, el extracto etandlico
obtenido a partir de la RB (en estado maduro) fue la que presenté mayor contenido de
fenoles libres, presentando diferencias estadisticamente significativas respecto a las otras
variedades y estados de madurez estudiados.

La mayor capacidad antioxidante por las técnicas de DPPH" y FRAP se presenté en el
extracto etandlico de la guayaba blanca (en estado maduro), con el ensayo de ABTS*se
presenté mayor valor para la variedad GV (en estado maduro), obteniéndose resultados
muy similares con la RB madura, pero con diferencias estadisticamente significativas.
Se hallé alta correlacién entre el contenido de fenoles libres y los ensayos de actividad
antioxidante ABTS, DPPH y FRAP, de los extractos etandlicos obtenidos de las guayabas
en los diferentes estados de madurez. Por otro lado, se hallé baja correlacién entre el
contenido de fenoles y el contenido de vitamina C total y de la antioxidante por el en-
sayo de decoloracién del -caroteno. Lo anterior permite sugerir que la capacidad anti-
oxidante de la guayaba va ligada al alto contenido de fenoles que esta presenta y por
lo tanto a una alta capacidad captadora de radicales libres.

La extraccién con Amberlita® XAD-2, permitié determinar que el extracto metandlico
presenté un mayor contenido de fenoles libres y capacidad antioxidante que las frac-
ciones obtenidas de la hidrdlisis acida. Sin embargo, esta fraccién metanélica no pre-
senta mayores valores respecto al extracto etandlico inicial.

La variedad RR madura fue la que presenté un mayor contenido de vitamina C total con
un valor de 277,4+3,32 mg /100 g. Se confirmé a la guayaba como una fruta de gran
valor nutricional, de acuerdo a los altos resultados obtenidos para el contenido de
fenoles, capacidad antioxidante y vitamina C total.
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