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RESUMEN

Se llevé a cabo un estudio del efecto del proceso de elaboracidn de néctares en la
capacidad antioxidante de la uva, la guayaba y el mango partiendo desde los concentrados
de estas frutas. Debido a que cada concentrado tiene una composicién quimica y fisica
diferente se realizé el anadlisis con tres diferentes métodos de mediciéon de actividad
antioxidante; estos métodos se basan en medir la inhibicién del color que se genera sobre
los radicales coloreados debido a la accidon de los extractos de fruta. Los métodos
utilizados fueron los del radical DPPH(ampliamente utilizado), el del radical DMPD vy el
ABTS. La capacidad antioxidante se expresé como mg de acido ascdrbico por 100 g de

muestra.

Se midieron las caracteristicas fisicoquimicas de los concentrados de fruta y de los
néctares, asi como el contenido de vitamina C en ellos. Debido a que los néctares
contienen dentro de sus ingredientes acido ascérbico fue necesario realizar néctares sin
este ingrediente para utilizarlo como blanco para determinar la actividad real en el néctar.
De las frutas evaluadas la uva fue la que obtuvo el mayor valor de actividad antioxidante

seguido de la guayaba y el mango.

Al realizar la determinacion de la capacidad antioxidante, se determind, a un nivel
de significancia del 0.05% que existe diferencia significativa entre el método DMPD vy los

métodos del DPPH y ABTS, no asi entre estos dos ultimos métodos.

Luego de haber realizado las mediciones se determind que el proceso de
pasteurizacion reduce entre la capacidad antioxidante de la uva entre un 25 a 76%, la
guayaba entre un 62 a 81% y el mango entre 65 a 90%, los valores varian dependiendo el
método que se utiliza para la determinacién. De esto se obtuvo que la diferencia en la
capacidad antioxidante entre los concentrados de frutas y los néctares es estadisticamente

significativa.

Se elabord un néctar de fruta de la mezcla de concentrados de uva, guayabay
mango, encontrando un efecto sinérgico en la capacidad antioxidante pues el valor fue

levemente mas elevado que el del néctar de uva.

viii



I. INTRODUCCION

Debido al incremento de las enfermedades degenerativas, actualmente el ser
humano esta en busca de compuestos que ayuden a reducir el riesgo de padecer este tipo
de enfermedades. Las frutas y vegetales son ampliamente conocidas por su capacidad
para reducir el estrés oxidativo, sin embargo es necesario evaluar el efecto que tiene el
procesamiento industrial de estos productos para poder explotar al maximo sus

propiedades antioxidantes.

A pesar de que el ser humano posee una defensa natural contra la oxidacidon
muchas frutas aportan compuestos que ayudan a capturar los radicales libres generados
en el organismo. La uva es conocida por poseer un alto contenido de polifenoles que son
compuestos antioxidantes, asimismo la guayaba y el mango, a pesar de que contiene una
menor cantidad de polifenoles son altos en el contenido de acido ascérbico lo cual

también ayuda a reducir el estrés oxidativo en el ser humano.

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante ya sea in vitro o in
vivo. (9) Una de las estrategias mads aplicadas en las medidas in vitro de la capacidad
antioxidante total de un compuesto, consiste en determinar la actividad del antioxidante
frente a radicales libres; la pérdida de color ocurre de forma proporcional con la
concentracién. Sin embargo, se debe considerar que los compuestos interactian entre si
pudiendo producirse efectos sinérgicos o inhibitorios. Los ensayos in vivo pueden
presentar algunos inconvenientes, como la adaptabilidad en respuesta al aumento del
estrés oxidativo. Existen diferentes compuestos que generan radicales libres (ABTS, DPPH,
DMPD, DMPO y FRAP) y que son utilizados para determinar la capacidad de los

compuestos fendlicos que contienen los frutos para captar los radicales libres generados.



II. MARCO TEORICO

Existe un numero creciente de datos experimentales, clinicos y epidemiolégicos que
demuestran los efectos beneficiosos de los antioxidantes frente a las enfermedades degenerativas
inducidas por el estrés oxidativo y las enfermedades relacionadas con la edad (cancer y
envejecimiento) por lo que se ha generado un gran interés hacia el papel que ejercen los

antioxidantes. (1)

El ser humano esta protegido del estrés oxidativo gracias a la accidn de varios antioxidantes
gue poseen diferentes funciones. Algunos son enzimas y proteinas y otros son pequenas
moléculas antioxidantes. Los alimentos son importantes fuentes de tales antioxidantes; ademas,
se han desarrollado una gran cantidad de antioxidantes sintéticos y algunos de ellos se han

empleado en la practica como aditivos alimentarios, suplementos y farmacos. (1)

En la realizacion de diversos estudios, se ha encontrado una relacion directa entre la oxidacion
de moléculas biolégicas, membranas y tejidos, inducida por el oxigeno activo y mediada por
radicales libres y el aumento en la prevalencia en las enfermedades degenerativas en los seres
humanos. Asimismo, es sabido que los compuestos polifendlicos tienen una alta capacidad
antioxidante, es decir que se puede disminuir o prevenir los procesos de oxidacién celular. Debido
a que los radicales libres se producen constantemente “in vivo” se ha desarrollado en los humanos
mecanismos de defensa antioxidante, como medio de proteccién. La enzima superéxido dismutasa
remueve el oxigeno, convirtiéndolo en peréxido de hidrégeno, el cual es transformado por las
enzimas catalasa y glutatidn peroxidasa en agua. Ademds el cuerpo humano también posee
moléculas que remueven los radicales libres por reaccidn directa, tales como el glutatién reducido,

los tocoferoles y el acido ascdrbico.(13)

El estrés oxidativo se genera cuando la defensa antioxidante no logra capturar todos los
radicales libres por lo que estos se acumulan en el organismo, lo cual puede provocar daio celular.
En las frutas y legumbres se encuentran la mayor cantidad de compuestos antioxidantes como los

son los compuestos fendlicos, el acido ascdrbico, los tocoferoles y los carotenoides.



A. Antioxidantes
Los primeros investigadores de nutricién enfocaron el empleo de antioxidantes para
prevenir la oxidacién de grasas insaturadas y la causa de rancidez. La actividad antioxidante podria
ser medida simplemente colocando grasa en un contenedor cerrado de cristal con el oxigeno y
observando la tarifa de consumo de oxigeno. Sin embargo, fue la identificacidn de la vitamina A, C
y la E que revolucionaron el campo de los antioxidantes y condujeron a la realizacién de la
importancia de los mismos en la biologia. Se reconocié que una sustancia con actividad

antioxidante es aquella que es un blanco para la oxidacion. (9)

Los compuestos fendlicos o polifenoles provienen del metabolismo secundario de las
plantas. Quimicamente son compuestos que tienen al menos un anillo aromatico al que estan
unidos uno o mas grupos hidroxilo. Existe una gran variedad de compuestos fendlicos, y se
clasifican en flavonoideos, formados por dos anillos aromaticos unidos por un heterociclo
oxigenado y que dependiendo del grado de hidrogenacion y de la sustitucidn del heterociclo son,
flavonoles, flavonas, isoflavonas, antocianos, proantocianidinas, flavanonas, etc. y se encuentran
generalmente en forma de glicdsidos, y los no flavonoideos, compuestos benzoicos y cinamicos,
llamados comunmente acidos fendlicos, que contienen un anillo aromatico con diferentes grupos
funcionales, y que pueden estar formando esteres con los acidos orgdnicos. Otros compuestos de
naturaleza polifendlica son estilbenos, taninos, ligninas y lignanos. Algunas de las propiedades de
los productos de origen vegetal, como color, astringencia y aroma son debidas a la presencia de
compuestos de este tipo. En los ultimos afios los polifenoles han cobrado gran interés por sus

propiedades beneficiosas para la salud, sobre todo como agentes antioxidantes. (8)

Uno de los factores mas importantes que determina la actividad antioxidante de los
polifenoles es su grado de hidroxilacién y la posiciéon de los hidroxilos en la molécula. Los
flavonoideos debido a su heterociclo oxigenado muestran mayor actividad que los no
flavonoideos. A su vez la solubilidad y los efectos estéricos de cada molécula pueden verse
afectados por el tipo de estructura de dicha molécula, como es el caso de los derivados
glicosilados y otros aductos, lo que puede aumentar o disminuir la actividad antioxidante. Los
compuestos flavonoides se suelen encontrar en los vegetales en forma de glicésidos, pero la
accion de enzimas o de algunos procesos puede liberar la correspondiente aglicona. La actividad

de los acidos fendlicos esta también en funcidén de los grupos hidroxilo del anillo aromatico y de la
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union de estos compuestos a acidos organicos y/o a azlcares para formar esteres. Los
mecanismos por los que actuan todos estos compuestos varian dependiendo de su concentracion

y tipos de compuestos presentes en los alimentos. (7)

El estrés oxidativo y la peroxidacidn lipidica son los causantes de un gran numero de
enfermedades crdénicas que incluyen cancer, enfermedades cardiovasculares, cataratas y
demencia. Algunos estudios han demostrado que el consumo de frutas y hortalizas puede
reducirla incidencia y mortalidad de estas enfermedades (15) y, hasta donde se conoce, este
efecto protector esta determinado por la presencia de agentes antioxidantes en estos alimentos,
principalmente polifenoles. Un antioxidante previene el dafio oxidativo inhibiendo la generacidn
de especies reactivas, capturando los radicales libres o aumentando el nivel de antioxidantes
enddgenos protectores. (11) El aporte de polifenoles en la dieta puede estar entre 50 y 800
mg/dia, dependiendo del consumo de productos que lo contienen. Un nivel importante de

antioxidantes, se alcanza cuando el consumo es de unos 800 mg/dia. (3)

1. Medicion de la actividad antioxidante.Existen diversos métodos para evaluar la
actividad antioxidante ya sea in vitro o in vivo. De las pruebas in vitro, se utilizan cominmente dos
tipos de prueba. La primera implica la transferencia de 4tomos de hidrégeno como en el método
ORAC, en donde los antioxidantes y sustratos compiten por los radicales peroxilo generados
térmicamente. El segundo método se basa en la transferencia de electrones, que implica la
reduccion de un compuesto oxidante coloreado, consiste en determinar la actividad del
antioxidante frente a radicales libres; la pérdida de color ocurre de forma proporcional con la
concentracién. Sin embargo, se debe de considerar que los compuestos interactian entre si
pudiendo producirse efectos sinérgicos o inhibitorios. Los ensayos in vitro pueden presentar
algunos inconvenientes, como la adaptabilidad en respuesta al aumento del estrés oxidativo.
Existen diferentes compuestos que generan radicales libres (ABTS, DPPH, DMPD, DMPO y FRAP) y
que son utilizados para determinar la capacidad de los compuestos fendlicos que contienen los
alimentos para captar los radicales libres generados.El método ABTS se basa en la generacién de
un radical ABTS- + de color azul verdoso que puede reducirse con los antioxidantes. De igual
forma, los métodos DPPH y DMPD generan radicales de color purpura cuya decoloracidon depende

de la reduccidn de los radicales debido a la presencia de antioxidantes. (7)
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Los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH. Ambos presentan una excelente estabilidad
en ciertas condiciones, aunque también muestran diferencias. El DPPH es un radical libre que
puede obtenerse directamente sin una preparacién previa, mientras que el ABTS tiene que ser
generado tras una reaccidon que puede ser quimica (didoxido de manganeso, persulfato potasio)
enzimatica (peroxidasa, mioglobulina), o también eletroquimicamente. Con el ABTS se puede
medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que el DPPH solo
puede disolverse en medio orgénico, y el DMPD sélo en medio acuoso. El radical ABTS"" tiene,
ademas, la ventaja de que su espectro presenta maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y 815
nm en medio alcohélico, mientras que el DPPH presenta un pico de absorbancia a 515 nm vy el

DMPD a 505 nm. (8)

B. Frutos tropicales

1. Uva (Vitis Vinifera). La uva es altamente reconocida en la alimentacion
humana por su alto valor energético en azucares, sales minerales y vitaminas. Sin
embargo, en los ultimos afios se ha incrementado su funcionalidad, ya que se ha demostrado
qgue posee un alto contenido de compuestos glucosidicos, las antocianinas, que son ampliamente

conocidos por tener una alta capacidad antioxidante. (11)

Los polifenoles encontrados en las uvas son compuestos muy diversos y pueden
clasificarse en cuatro grupos. El primer grupo es el de los acidos fendlicos. El segundo grupo es el
de las antocianinas, donde destaca el resveratrol. El tercer grupo son los flavonoides simples,
compuestos por catequina, epicatequina y quercetina. Por Ultimo, se encuentra el grupo de los
flavonoides complejos, como las proantocianidinas.Los polifenoles en la uva se distribuyen de
manera asimétrica: en la semilla se encuentra el 60% de los polifenoles extraibles de la uva, en la
cascara se encuentra el 30% de los polifenoles extraibles de la uva, principalmente antocianidinas
(resveratrol); y en la pulpa de la uva hay menos del 10% del total de los polifenoles extraibles de la

uva. (11)

2. La Guayaba (Psidium guajava L.).Es una fruta tropical que generalmente se
consume fresca.Es considerada como una fruta nutritiva debido a que contiene altos niveles de

acido ascorbico (50-300mg/100g de pulpa), que es aproximadamente tres veces mayor que lo que
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contiene la naranja. Ademas posee altos niveles compuestos fendlicos tal como miriceteina, acido

ellagico y antocianinas. (15)

3. El mango (Mangifera indica L.). Puede ser considerado como una buena fuente
de antioxidantes, como acido ascdrbico, carotenoides y compuestos fendlicos. Estudios realizados
con ratas alimentadas con 10% de mango, confirmaron la reduccidn de los efectos citotdxicos por
la optimizaciéon de los mecanismos oxidativos enzimaticos. Se ha reportado que la cascara del

mango contiene un nimero importante de compuestos como polifenoles y carotenoides. (18)



III. ANTECEDENTES

A. Capacidad antioxidante

Estudios recientes sugieren que los fitoquimicos encontrados en las plantas
alimenticias pueden tener efectos beneficios para la salud, ya que su consumo puede
prevenir el estrés oxidativo que se derivan a trastornos metabdlicos. Los polifenoles, que
son los fitoquimicos mas abundantes, han demostrado poseer una alta capacidad

antioxidante, y las frutas son los principales contribuyentes de estos compuestos.

En el cuerpo humano, el metabolismo oxidativo genera radicales libres que son
altamente reactivos como el radical superdxido (O,:) el perdxido de hidrégeno (H,0,), el
radical 6xido nitrico (NO-) y el oxigeno singulete (0,). Aparte de estos radicales generados
por el cuerpo humano, este estd constante expuesto a radiaciones electromagnéticas
generando radicales OH-. Compuestos como los tocoferoles, el acido ascérbico o

compuestos polifendlicos remueven los radicales libres del cuerpo.

Actualmente, debido al mal uso de sustancias quimicas téxicas, el cuerpo humano esta
mas propenso a producir radicales libres por lo que es necesario consumir sustancias que
reduzcan el estrés oxidativo. En estudios realizados en frutas y verduras se concluyd que
los compuestos polifendlicos son los principales responsables de la capacidad
antioxidante. Murillo (2002) realizd estudios en frutas en donde se obtuvieron los

siguientes valores de capacidad antioxidante en extractos de frutas:

Cuadro I. Actividad antioxidante de diferentes frutas y la cantidad de compuestos fendlicos

FRUTA NOMBRE SISTEMATICO Clso (pL) Compuestos fendlicos
mg/100g

Guinda Ziziphus 1.8+0.2 448132
Guandbana Anona Muricata 2.0+0.9 36842
Uva Panameiia Flacourtia jangomas 2.1+0.3 375160
Caimito Chysophyllum caimito 2.2+0.8 380451
Chirimoya Annona Cherimola 2.4+0.3 401+20
Guayaba Psidium guajava 2.5+0.6 210425
Mangotin Spondias dulcis 3.0+0.7 165432
Marafion Anacardium occidentale 3.1+£0.5 186+35




Cuadro I. Continuacion

FRUTA NOMBRE SISTEMATICO CI50 (uL) Compuestos fendlicos
mg/100g
Carambola Averrhoa carambola 3.9+0.6 192140
Platano Verde Musa paradisiaca (AAB) 4.5+0.6 145436
Noni Morinda citrifolia 5.1+0.4 138+42
Ciruela Spondia pupurea 5.310.3 140+13
Guaba Inga sp. 7.5+0.4 13519
Tomate de arbol Cyphomandra betacea 7.5+0.9 125430
Granadilla Passiflora quadrangularis 7.610.5 100411
Algarrobo Hymenea courvaril 8.1+0.4 8717
Mango Magnifera indica 8.4+1.5 102410
Nance Bysornima crassifolia 8.5+1.2 129+17
Naranijilla Solanum quitoense 8.8+0.5 103+13
Guineo Musa Sapiense 9.7+2.3 74110
Papaya Carica papaya 11.4+1.0 6017
Mamey Pouteria sapota 14.4+£2.0 83111
Jobo Spondias mombin 14.9+1.8 80+9
Platano Maduro Musa paradisiaca (AAB) 16.7+0.9 5017
Naranja Citrus sinensis 18.3+0.8 64.2+7
Limén Citrus limdn 18.8+1.1 66.7+4
Toronja Citrus paradasi 20.4+2.1 6412
Maracuya Possiflora edulis 20.8+2.0 6015
Mamén chino Nephelium lappaceum 21.1+0.7 110.242
Zapote Quararibea cordata 21.441.3 102.9+5
Nispero Manilkara zapota 22.3+1.4 66.1+3
Jagua Genipa americana 25.611.5 5814
Borojo Borojoa patinoi 26.9+1.3 726

Tal como se puede observar, la guinda es el fruto que posee la mayor capacidad

antioxidante (menor valor Clsy) asi como la mayor cantidad de compuestos fendlicos, es decir
que la cantidad de compuestos fendlicos estd directamente relacionada con la capacidad

antioxidante.

En un estudio donde se evalud la capacidad antioxidante en bebidas (2004) (11) se
encontrd que el contenido de compuestos polifendlicos estd directamente relacionado con la
actividad antioxidante de las bebidas; las bebidas de frutas con mayor cantidad de
compuestos fendlicos tienen mayor capacidad antioxidante. Sin embargo, es importante
considerar que la capacidad antioxidante de una mezcla no es la suma de las capacidades

antioxidantes de cada uno de sus compuestos, existen otros factores como el microambiente
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que afectan la medicidn. Los compuestos pueden interaccionar para producir efectos

sinérgicos o inhibitorios.

En Estados Unidos se realizé un estudio de la capacidad antioxidante de diferentes
alimentos conocidos por su alto contenido de compuestos fendlicos, isoflavonas y
antocianinas. Para esta medicién utilizaron los métodos ABTS y DPPH, encontrando una
correlacién positiva entre ambos métodos. Para la uva encontraron valores de 214.4+48.5 y
182.9+36.8 equivalentes de vitamina C, y para el mango 63.9+3.4 y 72.446.4, con los métodos
ABTS y DPPH respectivamente. (6)

B. Medicion de la capacidad antioxidante

Existen diferentes métodos para la determinacién de la capacidad antioxidante.
Segun Kuskoski (2004) (6), los métodos mas utilizados son aquellos en los que intervienen
los radicales ABTS y DPPH y con menor frecuencia el DMPD. El DPPH es un radical que
puede obtenerse directamente (no es necesario realizar una reaccién) al contrario del
ABTS y DMPD que tienen que ser generados utilizando una reaccidn quimica o enzimatica.
El método del ABTS se utiliza para medir la capacidad antioxidante de compuestos con
caracteristicas tanto hidrofilicas como lipofilicas, mientras que el DPPH solamente se
puede disolver en medio organico y el DMPD sdlo se utiliza en medio acuoso. Realizando
mediciones de la capacidad antioxidante utilizando el método del radical DMPD-, se ha
encontrado que ciertos acidos de las frutas pueden interferir con los resultados, como lo
es el acido citrico. Sin embargo, es necesario realizar mediciones utilizando este radical
para correlacionar con los otros métodos y observar como interactia en una red
alimentaria como las bebidas. De estos tres métodos, el del radical ABTS se realiza en el
menor tiempo, ya que el tiempo de espera para medir la absorbancia es corto, por lo que
los resultados son reproducibles. EI método del DPPH es uno de los métodos mas

utilizados debido a su simplicidad, estabilidad y reproducibilidad (1).

Con los métodos del DPPH, ABTS y DMPD se encontré una correlacién directa ente

la cantidad polifenoles y la capacidad antioxidante.
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Actualmente existe poca informacién acerca del método apropiado para medir la
capacidad antioxidante de los diferentes productos, por lo que se recomienda realizar por

lo menos dos diferentes métodos para poder relacionar los resultados. (1).

Proceso de pasteurizacion de bebidas

La pasteurizacion es el proceso térmico realizado con el objetivo de reducir los
agentes patdgenos que pueden contener bacterias, mohos levaduras, entre otros
microorganismos. En bebidas de frutas, debido a que éstas poseen un pH alrededor de 3.5,
la pasteurizacion se realiza para evitar especificamente el crecimiento de mohos vy

levaduras.

Con el tratamiento térmico de las bebidas se busca la reduccidon de la carga
microbiana, alterando lo menos posible la estructura fisica, los componentes quimicos y
las propiedades organolépticas de las bebidas. Tras el proceso de pasteurizacion, los
productos se enfrian rapidamente y se sellan herméticamente con fines de seguridad
alimentaria. La pasteurizacién se emplean generalmente temperaturas por debajo del
punto de ebullicién del alimento, ya que en la mayoria de los casos las temperaturas
superiores afectan irreversiblemente ciertas caracteristicas fisicas y quimicas del producto

alimenticio.

Existen tres tipos de procesos bien diferenciados: pasteurizacion lenta,
pasteurizacién a altas temperaturas durante un breve periodo de tiempo vy el proceso a
ultra-altas temperaturas, siendo los uUltimos dos los mas utilizados en el area de bebidas.
Para bebidas de frutas generalmente se utiliza el proceso de pasteurizaciéon a altas
temperaturas durante un breve periodo de tiempo. Este tipo de pasteurizacion se puede
llevar a cabo en un proceso continuo o por lotes. En el proceso por lote, el liquido se
calienta en una marmita y se mantiene una temperatura de 88-92°C por 15 segundos. En
un proceso continuo se utiliza un intercambiador de placas para mantener esa

temperatura durante los 15 segundos.



IV. JUSTIFICACION

En los ultimos afos, se ha investigado la relaciéon entre los antioxidantes y la
prevencion de enfermedades crénicas como las cardiovasculares, numerosos tipos de
cancer y otras enfermedades asociadas con el proceso de envejecimiento. La tendencia
actual en el mercado es el de aumentar el consumo de alimentos que contengan un alto
poder antioxidante como las frutas y vegetales y junto con estas se relaciona los derivados
de estos productos alimenticios, como el vino, que es altamente conocido por poseer un

alta capacidad antioxidante.

Sin embargo, es necesario conocer el efecto del procesamiento en la capacidad
antioxidante de las frutas, ya que durante la elaboracion de bebidas de frutas, tales como
los néctares, se utilizan temperaturas elevadas para alcanzar la esterilizacién del producto.
Asimismo, debido a que la cosecha de frutas tropicales como la uva, la guayaba y el mango
son estacionarias, es necesario utilizar un método de preservacidn para tener disponible la
fruta durante todo el afio. Por lo que se elaboran concentrados de estas frutas que se
almacenan, generalmente, en bolsas asépticas. Este proceso de concentracion,
reconstitucion y esterilizacién, puede modificar el poder antioxidante del producto

terminado.

Como es sabido, la capacidad antioxidante de las frutas no es acumulativo, de esta
forma un néctar elaborado con la mezcla de los concentrados de uva, mango y guayaba no
tendra la capacidad antioxidante acumulativa de estos concentrados individualmente. Por
lo tanto es necesario evaluar como esta mezcla de frutas interactia y determinar la

capacidad antioxidante de la mezcla.

A pesar de que son concentrados y néctares de frutas, cada uno de estos tiene una
composicion quimica diferente formando una red alimentaria que interactua de diferentes
maneras con los radicales libres disponibles para realizar la cuantificacion del poder
antioxidante. Es por esto que es necesario evaluar los métodos de captacidn de radicales
comunmente utilizados (DPPH, ABTS y DMPD) para poder determinar una correlacion
entre los métodos y establecer cual es el éptimo para evaluar la capacidad antioxidante en

los concentrados y néctares de uva, guayaba y mango.
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V. OBJETIVOS

A. GENERALES

Determinar el efecto en la actividad antioxidante del procesamiento de
elaboracion de bebidas de uva, guayaba y mango.

B. ESPECIFICOS

Determinar los cambios en la actividad antioxidante durante el proceso de
elaboracion de néctar de uva, guayaba y mango a partir del concentrado de las
frutas.

Determinar la capacidad antioxidante de un néctar elaborado de la mezcla de
concentrados de mango, uva y guayaba.

Comparar los métodos quimicos de captacidn de radicales (DPPH, ABTS y DMPD)

para la determinacién de la capacidad antioxidante en los concentrados y néctares
de uva, guayaba y mango.
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VI. MATERIALES Y METODOS

A. Obtencidn de las muestras
Los concentrados de frutas son de las siguientes variedades:
e Uva (Vitis vinifera) de la variedad Carignan
e Guayaba (Psidium guajava L) de la variedad Blitch.

e Mango de la variedad Tommy Atkins

Los concentrados de las frutas fueron entregados por empresas productoras de este tipo

de productos cumpliendo con las siguientes especificaciones:

Cuadro 1l. Especificaciones fisicoquimicos de los concentrados de uva, guayaba y mango

Concentrado °Brix Acidez
Uva 68 +1.0 2.0+0.5 % acido tartarico
Guayaba 16 £1.0 0.80+0.2 % acido citrico
Mango 21+ 1.0 0.60 0.3 % 4cido citrico

B. Elaboracion de bebidas
1. Néctar de mango.
e Se mezclan los ingredientes: agua, concentrado de mango, azucar, acido citrico y
acido ascérbico.
e Se pasteuriza a 75°Cy se envasa.

e Se aplica choque térmico.

2. Néctar de guayaba.
e Se mezclan los ingredientes: agua, concentrado de guayaba, azucar, acido
citrico y acido ascérbico.
e Se pasteuriza a 75°Cy se envasa.

e Se aplica choque térmico.

-13 -
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3. Néctar de uva
e Se mezclan los ingredientes: agua, concentrado de uva, azucar, acido mdlico y
acido ascérbico.
e Se pasteuriza a 75°Cy se envasa.

e Se aplica choque térmico.

4, Néctar de mezcla de mango, guayaba y uva.
e Se mezclan los ingredientes: agua, concentrado de mango, concentrado de
guayaba, concentrado de uva, azlcar, acido citrico y dacido ascorbico. Los
porcentajes de participacién de concentrados en la mezcla se realizé en base a
las caracteristicas organolépticas.
e Se pasteuriza a 75°Cy se envasa.

e Se aplica choque térmico.

Se realizaron duplicados de cada bebida pero eliminando el acido ascérbico de la mezcla para
evaluar el efecto de este aditivo en la capacidad antioxidante y poder aislar el efecto de los

concentrados de frutas.

C. Determinacion del poder antioxidante

Para la medicion de la capacidad antioxidante se tomaron los concentrados de frutas que se
encuentran envasados en bolsa aséptica. Para el caso de los néctares estos se elaboraron en el
laboratorio realizando un proceso de pasteurizacion. Se evaluaron muestras con y sin acido

ascorbico para evaluar el efecto de este aditivo en la capacidad antioxidante de las muestras.

1. Determinacién del poder antioxidante por el método DPPH. Se utilizé el método

descrito por Molyneux (2004) y Murillo (2002):

a. Diluir la muestra con metanol hasta que se produce un nivel de inhibicién del 50% en

comparacién con la absorbancia del blanco, tras anadir 0.02 mL de la muestra.



-15-

Extraer 0.1 mL de la muestra (concentrado o néctar), y agregar 1.4 mL de metanol y 1

mL de solucién Buffer pH 6.

Preparar una soluciéon de DPPH 50 uM (0.022g/100mL).

Mezclar vigorosamente los reactivos en un tubo.

Mantener los tubos en la oscuridad durante 30 minutos y leer la absorbancia a 517

nm.

Medir la absorbancia de un blanco.

Presentar los resultados como la capacidad antioxidante equivalente al acido

ascorbico.

Determinacién del poder antioxidante por el método ABTS. Se utilizé6 el método

Descrito por Kuskoski (2005).

a.

El radical ABTS:+ se obtiene tras la reaccidon de ABTS (7mM) con persulfato potdsico

(2.45mM) incubados a temperatura ambiente y en la oscuridad por 16 horas.

Diluir el radical ABTS-+ con etanol hasta un valor de absorbancia entre 0.70 (+0.1) a

734 nm.

Diluir la muestra (concentrado o néctar) con etanol hasta producir una inhibicion del
20 al 80% en comparacion con la absorbancia del blanco, tras afiadir 0.02 mL de la

muestra.

Medir 0.98 mL de la dilucién del radical ABTS-+ y determinar la absorbancia a 734 nm.
Afidar 0.02 mL de la muestra y medir la absorbancia cada 30 segundos por 7

minutos.
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e. Presentar los resultados como la capacidad antioxidante equivalente al acido

ascérbico.
Determinacion de la actividad antioxidante por el método DMPD. Se utilizé el
método establecido por Kuskoski (2005)
a. Aiadir 1 mL de la disolucién de DMPD 100mM a 100 mL de solucidon tamponada con

acido acético/acetato de sodio 0.1 M (pH 5.25).

b. Afiadir 0.2 mL de solucién de cloruro férrico 0.05M formando radicales cationes

coloreados (DMPD-).

c. Preparar soluciones de la muestra con una concentracién de 1000 mg/mL. Mezclar

0.02 mL de muestra con 0.28 mL de la solucién DMPD-*

d. Medir la absorbancia de esta solucién a un longitud de onda de 490 nm.

e. Presentar los resultados como la capacidad antioxidante equivalente al acido

ascorbico.

Determinacion del contenido de vitamina C.

a. Preparar solucién de 2,6 diclorofenolindofenol: disolver 800 mg en 500 mL de agua
caliente.
b. Elaborar una solucion patrén de acido ascorbico (1 mg/mL) y mezclar 2 mL con 10mL

de acido acético al 10% y 50 mL de agua destilada.

C. Titular con la solucién de 2,6 diclorofenolindofenol, hasta que un color ligeramente

rosado persista por 15 s.

d. Expresar los resultados como mg de acido ascérbico que son equivalentes con 1 mL

de indicador.
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e. Titular 10 mL de néctar o concentrado de la misma manera que la solucién patréony

calcular la cantidad de acido ascorbico en 100 mL de bebida.

Analisis estadistico.Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) para evaluar las
diferencias entre los métodos de medicién del poder antioxidante. Posterior a este analisis
se evalud con la prueba tukey entre cuales métodos existia diferencia significativa. Los

métodos fueron analizados segun la correlacidon de Pearson.



VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Los antioxidantes son sustancias que detienen o previenen una cadena de propagacion
oxidativa mediante la estabilizacion del radical libre generado. El organismo humano posee
antioxidantes enzimdticos y no enzimadticos para protegerse de estos radicales, sin embargo
existen casos en el que la defensa antioxidante del cuerpo humano no es totalmente eficiente,
por lo que se incrementa la formacidn de radicales en el organismo. El consumo de frutas y
vegetales ayuda a reducir el estrés oxidativo, ayudando de esta manera a prevenir las
enfermedades degenerativas. Es por esto que es importante estudiar la capacidad

antioxidante en las frutas procesadas para poder informar sobre los beneficios de la misma.

El objetivo principal de este estudio era determinar el efecto del proceso de
elaboracion de néctares de fruta en la capacidad antioxidante, sin embargo es necesario
conocer otros factores como los parametros fisicoquimicos para tener una caracterizacién de
los productos. En el cuadro lllse presentan los parametros fisicoquimicos medidos tanto para

los concentrados de la fruta como para los néctares:

Cuadro Ill. Parametros fisicoquimicos de los concentrados y néctares de uva, guayaba y

mango
concentrado uva 64.912 2.3+0.06 2.9+0.06
concentrado guayaba 17.7£0.7 0.75+0.02 4.1+0.1
concentrado mango 22.0+0.7 0.45+0.02 3.840.05
Néctar de uva 13.3+0.1 0.31+0.02 3.310.04
Néctar de guayaba 12.840.6 0.22+0.03 3.5+0.06
Néctar de mango 12.1+0.2 0.22+0.02 3.2+0.1
Néctar mix de frutas 14.1+0.1 0.26+0.01 3.3+0.03

Como se puede observar existe una variacidon entre los parametros de los
concentrados de las frutas pero esta diferencia es significativa con el concentrado de uva que
contiene la mayor cantidad de sélidos solubles y con un mayor porcentaje de acidez; ademas
esta fruta no contiene tanta pulpa como la guayaba y el mango. Sin embargo, al elaborar los
néctares, los concentrados se diluyen y los parametros en estas bebidas son muy similares. Es
decir que las mediciones de la capacidad antioxidante en los concentrados pueden variar

debido a las diferencias entre ellos (el contenido de pulpa en la guayaba y mango es mayor
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que en el concentrado de uva), no obstante la interferencia de este factor disminuye en los

néctares pues los parametros se igualan.

Otro parametro importante a evaluar es la cantidad de vitamina C en los productos, ya que
este actla como antioxidante. En la elaboracion de los néctares se agrega el acido ascorbico
con el objetivo evitar la degradacién del color, ademds de ser una fuente de vitamina C.
Adicionalmente, para poder obtener la cantidad de acido ascérbico real en los néctares se
elaboraron estos productos sin vitamina C afiadida. A estos néctares sin acido ascdorbico se les
midié la capacidad antioxidante para poder utilizarlos como blanco y eliminar la interferencia
de este producto en las mediciones finales de poder antioxidante de los néctares. En el Cuadro
IV se muestran los de cantidad de acido ascérbico presente tanto en los concentrados como en

los néctares.

Cuadro 1V. Contenido de Vitamina C en concentrados y néctares de uva, guayaba y mango

Concentrado uva 0.9+0.03
Concentrado guayaba 180.7+1.6
Concentrado mango 52.3+1.3
Néctar de uva 49.6+0.5
Néctar de guayaba 53.0+1.2
Néctar de mango 49,5+1.5
Néctar mix de frutas 52.0+0.6
Néctar de uva sin acido
ascorbico anadido 0.0+0.0
Néctar de guayaba sin acido
ascorbico anadido 12.5+0.3
Néctar de mango sin acido
ascorbico anadido 4.3+0.05
Néctar mix de frutas sin acido
ascorbico anadido 8.3+0.1

De las frutas analizadas, la uva es la que posee la menor cantidad de acido ascérbico, es
decir que su poder antioxidante esta proporcionado principalmente por la presencia de
polifenoles. La guayaba es la fruta que posee la mayor cantidad de vitamina C, seguida por el
mango. En el caso de los néctares a los cuales se le adiciona la vitamina C, se obtuvieron valores

de un rango de 49.0 a 53.0 mg acido ascérbico/100g. Por otro lado los néctares sin acido
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ascorbico afiadido obtuvieron valores cuyo comportamiento es similar al de los concentrados,
con la excepcién que el néctar elaborado con la mezcla de las tres frutas mostré un mayor valor

de vitamina C que el mango, pero menor que el de guayaba.

Debido que la matriz alimentaria en las tres frutas es diferente fue necesario determinar la
capacidad antioxidante con tres diferentes métodos para evaluar si existia diferencia en los
resultados. Se evaluaron tres métodos de captacion de radicales, el DPPH, DMPD y ABTS. Estos
métodos se basan en calcular la inhibicion que se da en el color del radical debido a la accidn
antioxidante de los extractos de fruta, como se puede observar en el Cuadro VI, los valores de
la capacidad antioxidante son similares en el método DPPH y ABTS, pero varian
representativamente con los valores del DMPD. A un nivel de confianza del 95% se determind
que la diferencia entre los resultados que se obtienen con el método del radical DMPD es

significativa al compararla con los otros dos métodos como se muestra en el Cuadro V.

Cuadro V. Diferencias entre los diferentes métodos de medicién de la capacidad antioxidante
(Método Tukey a un nivel de significancia del 0.05%)

AB DMVIPD AB DPP DPP DMPD
Concentrado uva + - +
Concentrado guayaba + - +
Concentrado mango + = +
Néctar uva + + +
Néctar de guayaba + + +
Néctar de mango + + +
Néctar mix de frutas + - +

+ Existe diferencia significativa
- No Existe diferencia significativa

Al realizar una correlacion entre los métodos, se encontrd una correlacion positiva directa
entre los métodos DPPH y ABTS, sin embargo con el método DMPD se encontrd una relacion

pobre con ambos métodos como se puede observar en el Cuadro VI.



- 21 -
Cuadro VI. Correlacion de Pearson entre métodos DPPH, DMPD y ABTS

DPPH DMPD ABTS
DPPH 1 - -
DMPD 0.279 1 -
ABTS 0.996 0.207 1

La razén por la cual los resultados varian entre los diferentes métodos se debe a que los
radicales formados interactian de diferentes maneras con los extractos de las frutas las cuales a
su vez tienen diferente composicion quimica. Segun la literatura, el radical DMPD reacciona
facilmente con los acidos organicos presentes en las frutas (como acido citrico o acido tartarico) lo
cual provoca interferencia afectando los resultados. Otro de los factores que es determinante en
las variaciones de la actividad antioxidante en frutas son los maximos de absorcion de longitud de
onda los radicales formados; las mediciones con el radical DPPH se realizaron a una longitud de
onda de 517 nm, los del DMPD a 490 nm, mientras que el del radical ABTS tiene un maximo de
absorbancia a 734 nm, con lo cual se elimina la interferencia de pigmentos de la fruta por estar
midiendo en la regién cercana a la infrarroja. Asimismo, en el Cuadro V, se puede apreciar que
existe diferencia significativa entre los métodos DPPH y ABTS solamente en los analisis de los
néctares no asi en el de los concentrados. Es decir que existe una relacién entre los métodos en
pulpas de frutas sin ingredientes afadidos, pero esta relacidn se pierde al incorporar ingredientes

gue pueden causar interferencia.

Los valores con los métodos de DPPH y ABTS son muy similares por lo que para el caso de
las frutas analizadas (la uva, la guayaba y el mango). El método del DPPH tiene la ventaja de no es
necesario formar el radical libre, al contrario de los radicales DMPD y ABTS los cuales es necesario
agregar un agente oxidante para formar los radicales coloreados. A pesar de que con el ABTS se
necesitan 16 horas para formar el radical, las mediciones de absorbancia se realizan a los 6

minutos de reaccién contra 30 minutos que se debe de esperar con el método DPPH.

Para la elaboracion de los néctares de fruta se parte desde la pulpa de fruta la cual es
concentrada por evaporacidn hasta alcanzar los niveles de sélidos solubles deseados. Durante este
proceso se aplica energia en forma de calor a la pulpa; en estudios anteriores se ha determinado
que el calor degrada los agentes antioxidantes presentes en la fruta (acido ascorbico, polifenoles y

antocianinas), por lo que durante este proceso de concentracidn se empieza a degradar la
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actividad antioxidante de la fruta. Si se compara con los valores encontrados en la literatura * la
pulpa de la uva tiene una capacidad antioxidante de 214.4+48.5 y 182.9436.8 equivalentes de
acido ascérbico, con los métodos ABTS y DPPH respectivamente, lo que implica una reduccién
promedio del 20% de la capacidad antioxidante por el proceso de concentracidon. Durante la
elaboracion del néctar de frutas, el concentrado se diluye y es pasteurizado a 90°C durante 15
segundos, por lo que en esta etapa del proceso es donde se lleva a cabo la mayor degradacion de

los compuestos antioxidantes de la fruta.

Cuadro VII. Actividad antioxidante de los concentrados y néctares de uva, guayaba y mango
expresada en mg de acido ascérbico/100g

Producto Método de medicion de actividad antioxidantes
DPPH DMPD ABTS

Concentrado uva 151.40+2.6 64.53+1.9 156.53%3.3
Concentrado guayaba 140.60%2.2 80.14+0.4 154.67+4.5
Concentrado mango 133.90+0.5 78.61+4.3 145.32+4.6
Nectar de uva 35.801£0.4 85.54+1.3 76.4913.2
Nectar de guayaba 26.70+1.8 83.61+0.5 58.62+3.3
Nectar de mango 13.45+0.8 77.99+0.3 51.91+1.9
Nectar mix de frutas 36.51+1.3 88.30+0.6 65.69+4.0

Como era de esperarse, los valores de la capacidad antioxidante son mayores en los
concentrados de la fruta que en los néctares, tal como se puede observar en la Figura 1 (a
excepcion de los valores obtenidos con el método DMPD por las razones previamente descritas).
La uva es la fruta que mayor capacidad antioxidante tanto en el concentrado como en la bebida,
sin embargo su contenido de acido ascdrbico es bajo, por lo que se concluye que son los
compuestos polifenélicos los que le proporcionan todo su poder antioxidante. Siguiendo el orden
descendente, la guayaba es la siguiente fruta con mayor poder antioxidante y por ultimo se

encuentra el mango.
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Figura 1. Capacidad antioxidante de los concentrados y néctares de uva, guayaba y mango

medidos con diferentes métodos de captacion de radicales.
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En el Cuadro VIII se puede observar el porcentaje de reducciéon que se obtiene por el
proceso de elaboracion de los néctares de fruta. En este caso se observa una relacion
inversamente proporcional, a menor capacidad antioxidante de la fruta mayor es el porcentaje de
inhibicién. Como se menciond, el concentrado de uva presenta su mayor poder antioxidante
debido a los compuestos fendlicos presentes, sin embargo en el caso de los concentrados de
guayaba y mango, el contenido de &acido ascorbico es elevado por lo que la reduccién en la

capacidad antioxidante se debe principalmente a la degradacién del acido ascérbico.
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Cuadro VIII. Porcentaje de reduccion de la capacidad antioxidante en concentrados de fruta a

néctar de frutas

Fruta Porcentaje de reduccidon de la capacidad antioxidante
DPPH DMPD ABTS
Uva 76.35% 24.56% 51.14%
Guayaba 81.01% 0.00% 62.10%
Mango 89.96% 0.78% 64.28%

A pesar de que los porcentajes de reduccion son elevados, en la Figura 2 se puede apreciar

que a pesar del procesamiento al que son sometidas las frutas, en los néctares todavia se

encuentra alrededor del 30% de la capacidad antioxidante. Actualmente no existe un valor de

referencia para el poder antioxidante recomendado en la dieta humana, por lo que es posible

realizar una declaracion del contenido de compuestos antioxidantes simplemente por la

naturaleza del producto.

Figura 2. Efecto de la elaboracion de néctares en la capacidad antioxidante medido por

diferentes métodos de captacion de radicales
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Debido a que hoy en dia la poblacidn esta enfocada en buscar alimentos que puedan
traer un beneficio para la salud, se elaboré un néctar que contenia la mezcla de los tres
concentrados utilizados, teniendo un mayor porcentaje de participacion la uva, seguido de la
guayaba y un leve porcentaje de mango. Las cantidades agregadas se calcularon con base en
un perfil de sabor que fuera agradable al paladar. La medicién del valor de la capacidad
antioxidante de este néctar fue de un valor similar o superior al del néctar de uva, por lo que
esta mezcla puede ser una opcién para los consumidores que desean obtener un beneficio

antioxidante de estos concentrados.



VIIl. CONCLUSIONES

Con un nivel de significancia del 5% se encontré que existe diferencia
significativa entre DMPD y los métodos DPPH y ABTS; adicionalmente la
diferencia al medir la capacidad antioxidante de los néctares es

estadisticamente significativa.

El método para la medicién de la capacidad antioxidante utilizando el radical DMPD no
es el adecuado para realizar medicién en productos de frutas ya que los dacidos

organicos presentes interfieren con el radical y por ende con los resultados.

Con los métodos de DPPH y ABTS se pueden realizar mediciones de la capacidad
antioxidante en frutas; el método del DPPH tiene la ventaja que no es necesario
formar el radical para utilizarlo, pero el radical ABTS tiene un maximo de absorbancia
cercano al infrarrojo con lo que se elimina la interferencia de pigmentos de la fruta,

obteniendo resultados mas reproducibles.

De las frutas evaluadas, la uva es la que contiene la mayor capacidad antioxidante
seguida del la guayaba, siendo el mango la fruta que presenta la menor actividad
antioxidante. Esta relacién se pudo observar tanto en los concentrados de fruta como

en los néctares.

Se encontrd una relacidn inversamente proporcional entre la capacidad antioxidante y
el porcentaje de inhibicidon del mismo en la elaboracién de néctares, es decir que entre

menor era la capacidad antioxidante mayor era el porcentaje de inhibicién.

El néctar realizado con la mezcla de los concentrados de uva, guayaba y mango
presento una actividad antioxidante similar a la de la uva, por lo que puede ser una

alternativa novedosa para el mercado de bebidas.
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IX. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio del efecto del procesamiento de bebidas en la capacidad
antioxidante controlando este parametro desde las frutas frescas con el fin de

evaluar el efecto de elaboracién de los concentrados de frutas.

Elaborar pruebas sensoriales de aceptabilidad del néctar elaborado con la mezcla

de concentrado de uva, guayaba y mango.

Medir la capacidad antioxidante con métodos que simulen el comportamiento de
los antioxidantes dentro del cuerpo humano, como el método Briggs-Rauscher,

que se trabaja a un pH aproximado de 2, simulando el pH del estémago.

Evaluar la relacién de los métodos DPPH y ABTS con el contenido de compuestos

fendlicos y flavonoides en las frutas para determinar una correlacion.

Medir la capacidad antioxidante de los néctares de frutas pasteurizados con
diferentes métodos y equipos para evaluar la alternativa que degrade en menor

grado los antioxidantes.

Realizar el estudio con concentrados de otros tipos de frutas para obtener una

mezcla optima con capacidades antioxidantes elevadas.
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