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LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ZUMO DE MANDARINA
(VAR. ORTANIQUE)

J. Tarrega, N. Betoret’, E. Betoret

RESUMEN

Los efectos beneficiosos del consumo de frutos citricos sobre la salud
humana se conocen desde hace mucho tiempo. Hoy sabemos que estos
efectos beneficiosos derivan de las propiedades antioxidante y antirradical
de los componentes de los frutos citricos y, en particular, de aquellos que se
encuentran en sus zumos (Sanchez-Moreno et al., 2003).

Los zumos de citricos contienen una gran variedad de componentes que
exhiben actividades antioxidante y antirradical, tales como el acido ascorbico
(Johnston y Bowling, 2002), los flavonoides (Sendra et al., 1988), los
carotenoides (Goodner et al., 2001), las antocianinas (s6lo en zumos de
variedades pigmentadas) (Rapisarda et al., 2000), y los derivados del acido
cinamico (Robards y Antolovich, 1995), entre otros.

Por otra parte, la homogeneizacion es una operacién que puede ser
utilizada en las industrias de zumos de citricos para mejorar algunos de los
factores de calidad de los zumos.

En este trabajo se estudio el efecto de la presion de homogeneizacién
sobre la actividad antioxidante del zumo de mandarina de la variedad
Ortanique. Los resultados obtenidos mostraron que la presion de
homogeneizacion no afecta de forma significativa a la actividad antioxidante
del zumo. Si bien con los resultados obtenidos por el método ABTS es
posible observar una clara tendencia a aumentar la actividad antioxidante
con un aumento de la presion de homogeneizacion del zumo, en los
resultados obtenidos por el método DPPH no es posible observar este
efecto.

RESUM

Els efectes beneficiosos del consum de fruits citrics sobre la salut
humana es coneixen des de fa molt de temps. Hui sabem que aquests
efectes beneficiosos deriven de les propietats antioxidant i antirradical dels
components dels fruits citrics i, en particular, d’aquells que es troben en els
seus sucs (Sanchez-Moreno et al., 2003).

Els sucs citrics contenen una gran varietat de components que
exhibeixen activitats antioxidant i antirradical, com I'acid ascorbic (Johnston y
Bowling, 2002), els flavonoides (Sendra et al.,, 1988), els carotenoides
(Goodner et al., 2001), les antocianines (solament en sucs de varietats
pigmentades) (Rapisarda et al., 2000), i els derivats de I'acid cinamic
(Robards y Antolovich, 1995), entre d’altres.
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Per altra part, ’lhomogeneitzacié és una operacio que pot ser utilitzada en
les industries de sucs de citrics per a millorar alguns dels factors de qualitat
dels sucs.

En aquest treball s’estudia I'efecte de la pressié d"homogeneitzacio
sobre |"activitat antioxidante del suc de mandarina de la varietat Ortanique.
Els resultats obtinguts posen de manifest que la pressié d"homogeneitzacié
no afecta de forma significativa a I"activitat antioxidante del suc. Amb els
resultats obtinguts per el metode ABTS és possible observar una clara
tendencia a augmentar |"activitat antioxidant amb un augment de la pressio
d’homogeneitzacié del suc mentre que amb el métode DPPH no es pot
observar aquest efecte.

ABSTRACT

Beneficial effects of citrus fruits consumption on human health are known
since a lot. Nowadays we know that these effects are resulted of antioxidant
and antiradical properties of their compounds and particularly of compounds
that are in their juices (Sanchez-Moreno et al., 2003).

Citrus juices have a lot of components with antioxidant and antiradical
properties, such as ascorbic acid (Johnston y Bowling, 2002), flavonoids
(Sendra et al., 1988), carotenoids (Goodner et al., 2001), antocianins (only in
pigmented varieties) (Rapisarda et al., 2000) and cinamic acid derives
(Robards y Antolovich, 1995).

Furthermore, homogenization can be used as an operation in citrus
industries for improving some quality factors of citrus juices.

In this work, effect of homogenization pressure on antioxidant activity of
the mandarin juice (Ortanique variety) was studied. The obtained results
showed that homogenization pressure does not affect in a significant way the
antioxidant activity of the juices. Results obtained with ABTS method show
clearly a tendency to increase the antioxidant activity with the increasing of
the homogenization pressure. This effect is not possible to observe in the
results obtained by DPPH method.

PALABRAS CLAVE: actividad antioxidante, zumos de citricos,
homogeneizacion, ABTS, DPPH.
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INTRODUCCION

Los efectos beneficiosos del consumo de frutos de citricos sobre la salud
humana se conocen desde hace mucho tiempo. Hoy sabemos que estos
efectos beneficiosos derivan de las propiedades antioxidante y antirradical
de los componentes de los frutos citricos y, en particular, de aquellos que se
encuentran en sus zumos (Sanchez-Moreno et al., 2003).

Los zumos de citricos contienen una gran variedad de componentes que
exhiben actividades antioxidante y antirradical, tales como el acido ascorbico
(Johnston y Bowling, 2002), los flavonoides (Sendra et al., 1988), los
carotenoides (Goodner et al., 2001), las antocianinas (s6lo en zumos de
variedades pigmentadas) (Rapisarda et al., 2000), y los derivados del acido
cinamico (Robards y Antolovich, 1995), entre otros. El consumo de zumos de
citricos afecta tanto a la concentracion de vitamina C en la sangre como a
los biomarcadores de su estatus antioxidante (Sanchez-Moreno et al., 2003),
por lo que son bioactivos contra una serie de enfermedades, tales como la
insuficiencia coronaria (Rouseff y Nagy, 1994) y algunos trastornos
relacionados con la edad (Baghurst, 2003), asi como preventivos contra el
riesgo de desarrollar algunos tipos de cancer (Block et al., 1992; Steinmetz y
Potter, 1996; So et al., 1996).

Codoiier-Franch et al., en un estudio realizado en 2008 sobre una
poblacion de 48 nifios de entre 8 y 12 afios, demostraron, tras medir los
niveles en plasma de los biomarcadores derivados de la oxidacion de lipidos
y proteinas y el contenido de vitaminas C y E, que el zumo de mandarina
(Citrus clementina Hort. ex Tan.) disminuye los niveles de estrés oxidativo en
sangre y puede disminuir el riesgo cardiovascular.

Demostradas las propiedades beneficiosas del consumo de zumo de
mandarina resulta interesante comprobar si este efecto beneficioso sigue
cumpliéndose cuando el zumo se integra en la estructura celular de una
fruta, por ejemplo la manzana (var. Granny Smith).

La inclusion de zumo dentro de la estructura celular de un alimento es
posible mediante la utilizacién de la técnica de impregnaciéon a vacio y
contribuye a aumentar la oferta de alimentos solidos funcionales existentes
en el mercado (Fito et al., 2000). La técnica de impregnacion a vacio
permite, mediante la utilizacion de gradientes de presion, la incorporacion de
componentes en el interior de un alimento estructurado, sin modificar
sustancialmente las propiedades organolépticas del mismo. Para facilitar la
incorporacion de zumo de mandarina en la estructura de la manzana es
necesario que este zumo tenga una densidad y viscosidad adecuadas, asi
como tamafios de particula pequefios. El procedimiento de obtencién de
zumos de citricos pasteurizados térmicamente y refrigerados, desarrollado
por el grupo de investigacion que encabeza el doctor J.V. Carbonell (IATA-
CSIC) y cuya patente es la ndmero 042593, incluye la operacion de
homogeneizacion. En este sentido, se realiz6 anteriormente un estudio sobre
la influencia de la presion de homogeneizacion en la distribucion del tamafio
de particula, el color, la turbidez y el contenido en flavonoides del zumo de
mandarina de la variedad Ortanique (Tarrega, 2008 y Betoret et al., 2009).
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En este trabajo se comprobd que presiones de homogeneizacién de entre 15
y 30 MPa resultan favorables en una operacién posterior de impregnacion a
vacio porque disminuyen el tamafio de las particulas, permitiendo incorporar
mayor cantidad de zumo al producto impregnado y no afectan de forma
negativa al color ni al contenido en flavonoides del zumo.

El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto de la presién de
homogeneizacion sobre la actividad antioxidante del zumo de mandarina de
la variedad Ortanique, para su aplicacion posterior, mediante la técnica de
impregnacion a vacio, en el desarrollo de frutas frescas funcionales que
puedan ser consumidas como snack, o como ingredientes en productos de
desayuno.

MATERIALES Y METODOS
Revision bibliogréfica

Se realiz6 una revision bibliografica sobre la actividad antioxidante de
diferentes alimentos para la cual se utiliz6 la base de datos ScienceDirect
introduciendo como palabras clave: antioxidant activity orange juice,
antioxidant activity citrus y antioxidant activity citrus juices.

Preparaciéon de las muestras

Para la obtencién de los zumos, se recolectaron mandarinas de la
variedad Ortanique - un hibrido de tangerina y naranja dulce (C.sinensis x
C.reticulata) - en un campo situado en Turis (Valencia) y se utilizaron
inmediatamente en la preparacion del zumo. La extraccion del zumo se llevo
a cabo siguiendo el procedimiento recogido en la patente 042593 titulada
“Procedimiento para la obtencibn de zumos citricos pasteurizados y
refrigerados” para la obtencion de zumos de elevada calidad organoléptica.
Siguiendo este procedimiento, los frutos se lavaron por inmersién, se
escurrieron y se exprimieron en un extractor industrial de copas ranuradas
(Exzel, Luzzysa, El Puig, Valencia, Spain). El zumo resultante se tamiz6
utilizando un tamiz de 0,7 mm de diametro. Se homogeneiz6 utilizando un
homogeneizador piloto Manton-Gaulin modelo (15M8TBA) a diferentes
presiones (0, 10, 15, 20, 25 y 30 MPa). Se centrifugd en una centrifuga piloto
Westfalia que permite recoger una fraccién suero del 75 % del volumen
inicial con un 1 % de pulpa y el zumo resultante se pasteurizd6 a 63 °C
durante un periodo de tiempo de 15 s. Se recogié en tarros de vidrio
esterilizados y se congel6 inmediatamente a -18 °C hasta la realizacién de
los andlisis, 14 meses después.

Caracterizacion fisico-quimica del zumo

Con el fin de caracterizar los zumos se determin6 el contenido en soélidos
solubles (°Brix), la acidez, el indice de madurez, los aceites esenciales, la
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pulpa suspendida, el pH y la densidad. El contenido en soélidos solubles
(°Brix) se obtuvo a partir del indice de refraccion de las muestras. La
determinacion del indice de refraccion se realiz6 con un refractometro (ABBE
ATAGO, 3-T) termostatado a 20 °C. La acidez total se determin6é por
valoracién con hidroxido sodico 0,1N y se expresd como porcentaje de acido
citrico. Los aceites esenciales recuperables se determinaron por valoracion
con bromato de acuerdo con el método Scout (Scout and Veldhius, 1966). La
determinacién del pH se llevd a cabo con un potenciébmetro (micropH
CRISON, 2001). La densidad se determin6é con un picnémetro de liquidos.
Todas las medidas se realizaron por triplicado. La densidad se obtuvo a
partir de la siguiente ecuacion:

_Tzumo " To 1
P B P 1)

donde:

P.umo: peso del picnémetro lleno de zumo (Q)
Po: peso del picnémetro vacio (g)

Pw: peso del picnémetro lleno de agua (g)

p: densidad del zumo (g/cm®)

Determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS

Este ensayo se basé en el método propuesto por Polydera et al. (2005).
El ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-acido sulfénico) sal de diamonio)
fue disuelto en agua hasta una concentracion de 7 mM. El ABTS™ se obtuvo
mediante la reaccion de la disolucion de ABTS preparada anteriormente y
una disolucién en agua de persulfato potasico hasta una concentracion final
de 2,45 mM. La mezcla se almacené en oscuridad durante 12-16 h hasta su
utilizacion. La solucién de ABTS™ fue diluida con etanol hasta alcanzar una
absorbancia de 0,7 (x0,02) a 752 nm.

Para medir la actividad antioxidante de los zumos de mandarina
homogeneizados a las diferentes presiones (0, 10, 15, 20, 25 y 30 MPa) se
afiadieron 15,3 pL de zumo a la solucién diluida de ABTS™ en una cubeta.
Esta se cerré con parafilm, se agitdé y se midi6 la absorbancia con un
espectrofotometro de la marca Beckman Coulter modelo DU 730 Life
Science cada 30 s durante un tiempo total de 30 min. Cada muestra de
zumo se analizé por triplicado.

Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicién, que
representa la disminucion de ABTS™ respecto al valor inicial o control, tras
30 min de reaccién, y se calcularon a través de la siguiente ecuacion:

absorbancia control — absorbancia muestra

Inhibicion (%) =
( ) absorbancia control

100 )

donde la absorbancia control representa la absorbancia correspondiente a la
disolucion de ABTS sin zumo; la absorbancia muestra representa la
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absorbancia correspondiente a la disolucion de ABTS con zumo a los 30 min
de reaccion.

También se expresd la actividad antioxidante como TEAC (Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico) Equivalent Antioxidant
Capacity).

Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH

En este ensayo basado en el método descrito por Sendra et al. (2006) se
centrifugaron 10 mL de zumo a 13000 rpm durante 5 min a 20 °C en una
centrifuga Medifriger BL-S. Se decant6 el sobrenadante y se filtré con papel
de filtro Whatman n® 1. A continuacion, se afiadié un volumen de zumo
filtrado (entre 6 y 30 uL) a una cubeta que contenia un volumen
predeterminado de DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) en metanol hasta un
volumen final de 3 mL. Los diferentes volimenes de zumo fueron 6, 10, 15,
20, 25 y 30 uL. La cubeta se cerré inmediatamente con parafilm, se agité y
se introdujo en el espectrofotdmetro (Beckman Coulter modelo DU 730 Life
Science). Se midio la absorbancia a 515 nm cada 2 min durante un tiempo
total de 70 min. Todas las medidas se realizaron por duplicado.

Como patron se utilizé el &cido ascorbico (vitamina C).

Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicién, que
representa la disminucién de DPPHe respecto al valor inicial o control, tras
70 min de reaccion, y se calcularon a través de la siguiente ecuacion:

absorbancia control — absorbancia muestra
absorbancia control

Inhibicion (%) = 100 3)

donde la absorbancia control es la absorbancia correspondiente a la
disolucion de DPPH sin zumo; la absorbancia muestra representa la
absorbancia correspondiente a la disolucién de DPPH con zumo a los 70 min
de reaccion.

También se obtuvieron los parametros ECs (actividad antirradical) y AE
(eficiencia antirradical). La actividad antirradical (ECso) se define como la
cantidad de antirradical (zumo de mandarina de la variedad Ortanique en
este caso) necesaria para disminuir la concentracion inicial del DPPHe en un
50 %. La eficiencia antirradical (AE) se define con la ecuacion:

pE=__ 1 (4)
ECso 'TEcso

donde: Tecso = tiempo (Min) necesario para completar la reaccién cuando la
concentracion inicial del antirradical es la correspondiente a ECso (Mg
DPPH/mL muestra).

Finalmente se expresaron los resultados como milimoles de &cido
ascorbico (vitamina C) por litro de zumo.
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Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se realiz6 con el paquete
estadistico Statgraphics 5.1. Con el fin de determinar el nivel de significacion
de las diferencias observadas se realizaron andlisis simples de la varianza
(ANOVA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Revisién bibliografica: actividad antioxidante de zumos de frutas y de
citricos

Como resultado de la revision bibliografica indicada en el apartado de
materiales y métodos, se encontraron mas de 3000 articulos cientificos entre
los afios 1997 y 2009, obteniéndose la mayor cantidad de articulos entre los
aflos 2007 y 2009. Estos resultados reflejan la importancia que esta
adquiriendo actualmente el analisis de la actividad antioxidante en frutas y
Zumos.

Los alimentos tratados en los articulos comprenden desde extractos y
zumos vegetales, gajos y extractos de citricos, extractos y zumos de frutas
hasta subproductos de citricos o plantas medicinales.

De entre todos los articulos se eligieron Unicamente aquellos que hacian
referencia a la actividad antioxidante de los zumos de frutas y de citricos por
ser los que tienen mayor relacion con este trabajo.

Las tabla 1 y 2 muestran los resultados obtenidos en la revision
bibliogréafica para la actividad antioxidante de los zumos de diversas frutas y
de citricos.

TABLA 1. Actividad antioxidante de zumos de frutas.

Producto Actividad antioxidante Método Referencia
Manzana 840 uM TEAC' ABTS Miller y Rice-Evans, 1997
Grosella negra 5070 uM TEAC® ABTS Miller y Rice-Evans, 1997
2,79 DMPD
2,848 ABTS .
Manzana 1196 DPPH Pernice et al., 2009
(mmol &cido ascorbico/mL)
5,65 DMPD
. 1,878 ABTS .
Albaricoque 0.974 DPPH Pernice et al., 2009
(mmol &cido ascorbico/mL)
2,03+0,28 ABTS
2,74 £ 0,36 DPPH .
Acerola 1,26 £ 0,20 ORAC Mezadri et al., 2008
mM TEAC (mmol trolox/L zumo)

T Actividad antioxidante equivalente a una solucién de 1,0 mM de la sustancia bajo investigacion

TABLA 2. Actividad antioxidante de zumos de citricos.

Producto Resultados Método Referencia
. . L Elez-Martinez y Martin-
0,
Naranja var. Navelina 39,3 £ 1,5 % inhibicién DPPH Belloso, 2007
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EC50 = 3,3 + 0,2
mg/mL

Naranja var. Kozan Teeso = 105,0 £ 2,0 min DPPH Kelebek et al., 2009
AE = (30,7 + 2,0)-10°
Mandarina 454,72 + 11,06 FRAP .
var. Wase-Satsuma 26,31 + 0,871 DPPH Guihua et al., 2008
' (mg/L AEAC)H
Mandarina 598,48 + 14,79 FRAP .
33,65+ 0,48 DPPH Guihua et al., 2008
var. Satsuma (mg/L AEACY)
Mandarina 476,19+ 19,31 FRAP .
var. Ponkan 29,67 0,331 DPPH Guihua et al., 2008
' (mg/L AEAC)
Mandarina 482,98 + 5,70 FRAP .
. 25,39 + 1,77 DPPH Guihua et al., 2008
var. Bendizao (mg/L AEACY)
Mandarina 361,24 £ 9,06 FRAP .
. 23,69 + 0,54 DPPH Guihua et al., 2008
var. Manju (mg/L AEACY)
Mandarina 875,93 +11,74 FRAP .
Hibrido 439 61,62 + 0,711 DPPH Guihua et al., 2008
(mg/L AEAC)
Mandarina 541,14 + 6,59 FRAP .
36,75+ 0,88 DPPH Guihua et al., 2008
var. Zhuhong (mg/L AEACY)
Naranja dulce 765,33 £ 7,47 FRAP .
var. Skaggs bonanza 50,92 + 2,121 DPPH Guihua et al., 2008
' (mg/L AEAC)
Naranja dulce 899,31 +£12,61 FRAP .
var. Hamlin 60,24 + 0,191 DPPH Guihua et al., 2008
' (mg/L AEAC)
Naranja dulce 886,26 £ 1,72 FRAP .
; 60,13 + 0,51 DPPH Guihua et al., 2008
var. Liubencheng (mg/L AEACY)
Naranja dulce 712,61 + 10,63 FRAP .
var. Yinzaocheng 47,82 + 0,791 DPPH Guihua et al., 2008
' (mg/L AEAC)
307,43 £ 14,37 FRAP
Limon 24,50 + 0,66 DPPH Guihua et al., 2008
(mg/L AEACY)
Toronja 617,50 +£ 11,82 FRAP .
39,83+ 2,20 DPPH Guihua et al., 2008
var. Huyou (mg/L AEACY)
Pomelo 510,16 £ 3,99 FRAP .
var. Miyou 37,71 £ 1,071 DPPH Guihua et al., 2008
' (mg/L AEAC)
Pomelo 442,22 + 3,31 FRAP .
35,79 + 0,95 DPPH Guihua et al., 2008
var. Sijiyou (mg/L AEACY)
Naranja 4,69 MM TEAC DPPH Del Caro et al., 2004
var. Shamouti
Naranja 4,12 mM TEAC DPPH Del Caro et al., 2004
var. Salustiana
Var_Tgfgjgush 3,47 mM TEAC DPPH Del Caro et al., 2004
Naranja :Aa(?r%“'”a var. EC;&;%%%T’I%"L DPPH Kelebek et al., 2008
Naranja sanguina var. ECso = 0,29 mg/mL
SJangui%eIIo ol 28,1_18_3 DPPH Kelebek et al., 2008
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Naranja 49,2 % inhibicion DPPH .
marca comercial 1 7,5 mM FeSO, FRAP Klimezak et al., 2007
Naranja 47,5 % inhibicion DPPH .
marca comercial 2 7,1 mM FeSO, FRAP Klimezak et al., 2007
Naranaja sanguina ECso = 38,14 uL DPPH .
var. T. Messina 57,00 %? InLAP Rapisarda et al., 2008
Naranaja sanguina ECs = 38,34 uL DPPH .
var. T. Meli 56,70 %’ InLAP Rapisarda et al., 2008
Naranaja sanguina ECso = 26,66 uL DPPH .
var. Moro 59,45 %’ InLAP Rapisarda et al., 2008
Naranja ECso = 33,72 uL DPPH .
var. Ovale 55,27 %’ InLAP Rapisarda et al., 2008
Naranja ECs, = 36,30 pL DPPH .
var. Valencia late 58,08 %° InLAP Rapisarda et al., 2008
Mandarina 2,26 + 0,50 mM ABTS
(Citrus clementina TEAC/100mL Codofier-Franch
Hort. ex Tan.) 119+ 37 uM FRAP et al., 2008
' ' Fe/100 mL
Naranja 2610 yM TEAC® ABTS Miller y Rice-Evans, 1997
Mandarina Satsuma ; .1'901 A DPPH Sentandreu, 2006
(var. Clausellina) mmol acido ascérbico/L
Mandarina Clemgntlna ) .4,03 o DPPH Sentandreu, 2006
(var. Hernandina) mmol acido ascérbico/L
Naranja dulce 3,29
(var. Valencia Late) mmol &cido ascorbico/L DPPH Sentandreu, 2006

Talquil polioxietileno cuaternario de cloruro de amonio
2 9% inhibicion formacion hidroperéxido de acido linoleico
% Actividad antioxidante equivalente a una solucion de 1,0 mM de la sustancia bajo investigacion

Los trabajos analizados ponen de manifiesto que el método mas utilizado
en citricos es el DPPH. En algunos casos también se emplean los métodos

FRAP y ABTS.

La forma de expresar los resultados encontrados en la bibliografia es

muy variada. Para el método DPPH existen articulos que expresan la
actividad antioxidante en mmol acido ascorbico/mL, mmol acido ascorbicol/L,
mM TEAC (mmol trolox/L zumo), % de inhibicién, ECso y AE 0 mg/L AEAC
(alquil polioxietileno cuaternario de cloruro de amonio). Para el método ABTS
los resultados se expresaron como PM TEAC (actividad antioxidante
equivalente a una solucién de 1,0 mM de la sustancia bajo investigacion),
mM TEAC/100mL de producto o mmol &cido ascérbico/mL.

Teniendo en cuenta la revision bibliografica se decidié medir la actividad
antioxidante del zumo de mandarina de la variedad Ortanique con los
métodos ABTS y DPPH.

A partir de los resultados obtenidos por Guihua et al. en 2008, se puede
observar que los valores de actividad antioxidante son mayores en el caso
de las naranjas que en el caso de las mandarinas (excepto el Hibrido 439 de
mandarina). Las variedades con mayor actividad antioxidante son: para las
naranjas, la variedad Hamlin (60,24 + 0,19 mg/L AEAC) y para las
mandarinas, la variedad Satsuma (33,65 + 0,48 mg/L AEAC), exceptuando el
Hibrido 439 (61,62 + 0,71 mg/L AEAC).
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Caracterizacion fisico-quimica del zumo

Para la caracterizacion de los zumos se determind el contenido en
sélidos solubles (°Brix), la acidez, el indice de madurez, los aceites
esenciales, la pulpa suspendida, el pH y la densidad. Los resultados se
muestran en la tabla 3.

TABLA 3. Caracteristicas del zumo fresco de mandarina analizado.

°Brix 12,67 £ 0,06
Acidez (%) 1,410 + 0,017
indice de madurez (°Brix/Acidez) 8,98 + 0,15
Aceites esenciales (%) 0,0503 + 0,0006
Pulpa suspendida (%) 19,7+ 0,6
pH 3,23+ 0,03
Densidad (g/cm®) 1,0519 + 0,0016

Determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS

El método ABTS para la determinacion de la actividad antioxidante se
basa en la reduccién del radical libre estable ABTS™, generado mediante la
oxidacién del ABTS por el persulfato potasico, por el antirradical procedente
de la muestra problema, el cual le transfiere un atomo de hidrégeno. Este
radical absorbe intensamente a 752 nm. La variable que se mide durante el
transcurso de la reaccion es la evolucion en el tiempo de la absorbancia, a
partir de la cual se calcula el porcentaje de inhibicién.

En la tabla 3 se muestran los resultados de la actividad antioxidante del
zumo homogeneizado a las distintas presiones. Estos valores de actividad
antioxidante hacen referencia a la absorbancia medida tras 30 min de
reaccion. Los resultados de la tabla incluyen la absorbancia, la inhibicion (%)
y el TEAC.

A partir de la absorbancia (medida a los 30 min) se calculé el porcentaje
de inhibicién (disminucién de ABTS™ respecto al valor inicial o control).

También se expresé la actividad antioxidante como TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity), tanto como mM trélox/mL muestra como
pumol trolox/L (equivalente a una solucion de 5ppm de la sustancia bajo
investigacion).

TABLA 4. Valores de actividad antioxidante a los 30 min en funcién de la
presion de homogeneizacion.

0 MPa 10 MPa 15 MPa 20 MPa 25 MPa 30 MPa

Absorbancia 0,22+0,02 |0,17+0,05| 0,13+0,07 | 0,22+0,03| 0,13+0,06 | 0,12 £ 0,04
Inhibicion (%) 65625 | 740+9,3 | 794+10,3 | 81,7+5,2 | 80,3+7,8 80,6 £5,8
mmol trolox/L | 4 ) 504 | 12402 | 1,2+02 |1,28+0,08|1,28+0,08| 1,26+0,09
/mL muestra

umol trélox/ L (*) 156+0,6 | 17,7+ 2,3 19,0+ 2,6 19,6 +1,3 | 192+19 19,3+14

(*) Actividad antioxidante equivalente a una solucién de 5ppm de la sustancia bajo investigacion
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Para expresar los resultados como TEAC fue necesaria la obtencion de
una curva patron de Trélox que cubriera todo el rango de inhibicion (de 0 a
100 %) (figura 1).

TROLOX y=16,168x+ 2,6014
2 =
166 R2=0,9977 )
90 "
y
80 _

7 ¥
" /'

50

40 —~

30 —

20 /}//

10 _—

inhibicion (%)

Trélox (ug/mL)

FIGURA 1. Curva patrén de Trolox (inhibicion (%) vs. Trolox (ug/mL)).

Con el fin de determinar el nivel de significacion de las diferencias
observadas en el porcentaje de inhibicibn en funcion de la presion de
homogeneizacion, se realiz6 un analisis simple de la varianza. El andlisis
estadistico puso de manifiesto con un nivel de confianza del 95 %, que la
presion de homogeneizacion no afecta de forma significativa al porcentaje de
inhibicion (tabla 4).

Aunque el analisis estadistico muestra que no hay diferencias
significativas, si que puede observarse una clara tendencia a aumentar el %
de inhibicién (y en consecuencia la capacidad antioxidante) al aumentar la
presion de homogeneizacion, sobretodo hasta 15 MPa (figura 2). Estudios
anteriores demostraron que al aumentar la presion de homogeneizacion
disminuye el tamafio de las particulas del zumo y aumenta la pulpa
suspendida y turbidez, y que estas diferencias son mayores hasta la presion
de 15 MPa. Este hecho se traduce en una mayor estabilidad de la nube del
zumo evitando que los componentes que contribuyen a la actividad
antioxidante del zumo sedimenten en menor medida (Tarrega 2008).

TABLA 5. Tabla ANOVA para % inhibicién segun Presion homogeneizacion

Fuente Sumas de cuadrados Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Vvalor
Entre grupos 570,771 5 114,154 2,13 0,1319
Intra grupos 644,105 12 53,6754
Total (Corr.) 1214,88 17
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FIGURA 2. Medias e intervalos LSD para el efecto de la presion de
homogeneizacion sobre el porcentaje de inhibicion.

Los resultados obtenidos en este andlisis son del orden de 50 veces
mayores que los obtenidos por Codoiier-Franch et al. en 2008 (alrededor de
1 mM trélox/mL frente a 0,0226 + 0,005 mM trolox/mL)

Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH

El método DPPH para la determinacién de la actividad antioxidante se
basa en la reduccién del radical libre estable DPPHe (el cual absorbe
intensamente a 515 nm) a la correspondiente hidrazina, que es
practicamente transparente a esta longitud de onda, por el antirradical
presente en la muestra problema, el cual le transfiere un &atomo de
hidrégeno. La variable que se mide durante el transcurso de la reaccion es la
evolucién en el tiempo de la absorbancia (a partir de la cual se calcula la
concentracion del radical DPPHe que queda sin reaccionar y el porcentaje de
inhibicion).

Referencias publicadas (Kelebek et al., 2009; Kelebek et al., 2008) sobre
la aplicacion del método DPPH en zumos citricos, utilizan los parametros
ECso, Tecso Y AE como indicadores de la capacidad antioxidante. Tal y como
se ha indicado en el apartado de materiales y métodos, ECs, es la cantidad
de antirradical necesaria para disminuir la concentracién inicial del DPPHe en
un 50%, Tecso €S el tiempo necesario para completar esta reaccion y AE es
el parametro que mide la eficiencia antirradical y se obtiene con la ecuacion
siguiente:

AE=—— (5)
ECso 'TECSO
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La consideracion del Tecso confiere al método una valoracién adicional
relacionada con la cinética del proceso de oxido-reduccién, directamente
relacionada con la naturaleza de las sustancias con capacidad antioxidante
presentes en el zumo.

Para el calculo de estos tres parametros es necesario combinar el DPPH
y el zumo en cantidades suficientes para alcanzar al menos un 50 % de
inhibicion.

En este sentido se trabajé con las combinaciones siguientes de zumo-
DPPH (tabla 5):

TABLA 6. Combinaciones zumo-DPPH (uL).

Vzumo (HL) VbppH (HL)
6 2994
10 2990
15 2985
20 2980
25 2975
30 2970

En la tabla 6 se muestran los resultados del porcentaje de inhibicion para
las diferentes muestras y las distintas combinaciones zumo-DPPH. Se han
resaltado las celdas de la tabla en las que se ha alcanzado al menos un 50
% de inhibicion.

TABLA 7. Valores del % de inhibicion para las diferentes muestras y las
distintas combinaciones zumo-DPPH.

% INHIBICION Cantidad de zumo
Phomogeneizacion 6 pL 10 pL 15 pL 20 pL 25 uL 30 pL
0 MPa 15,1 +5,6 249+39 32,7 £10,6 335+£1,9 39,4+£0,2 50,8 +7,2
10 MPa 21,8+153 | 285+135 | 34,7+10,9 43,0+ 10,8 47,03 + 7,07 50,8 £ 3,5
15 MPa 16,0+ 0,6 23,0+£1,7 33,7+£2,7 38,786 + 1,112 46,2 £ 2,6 55,76 £ 0,09
20 MPa 125+45 19,9+6,4 27,4 £6,7 36,5+£9,7 4400+ 13,12 | 50,0+ 14,8
25 MPa 13,9+ 3,0 254+£25 35,7 £ 15,7 50,63 £ 16,08 61,1 +£19,3 68,9 £19,9
30 MPa 10,6 + 4,7 |20,36 +0,04| 28,91 £ 0,02 35,7+ 3,6 449 + 3,7 53,7 £ 3,7

Para poder expresar los resultados como ECsy, fue necesaria la

realizacion de una recta que relacionara la absorbancia con la cantidad de
DPPH (figura 3). De esta manera, sabiendo cual es la absorbancia a la que
se consigue la reduccion del 50 % de DPPH, se puede calcular ECso (Mg
DPPH/mL muestra).

14

"Instituto de Ingenieria de Alimentos para el Desarrollo.
Camino de Vera s/n. 46022 - Valencia (Espafa)
Tel. +34 963877056  Fax +34 963877956 « e-mail: iad@iad.upv.es « www.iad.upv.es
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FIGURA 3. Relacion entre la absorbancia y el DPPH (ug/mL)).

Finalmente, se expresé la actividad antioxidante como mmol de &cido
ascorbico por L de muestra. Para ello, fue necesaria la obtencién de una
curva patrén de acido ascorbico que cubriera todo el rango de inhibicion (de
0 a 100 %) (figura 4).

y=10,453x+0,4292
R?=0,9879

100 o
90 §

80
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Ac. Ascorbico

% inhibicion

0 2 4 6 8 10

ac. ascorbico (pug/mL)

FIGURA 4. Curva patron de &cido ascorbico (inhibicion (%) vs. acido
ascorbico (ug/mL)).

En la tabla 7 se muestran los resultados de la actividad antioxidante del
zumo homogeneizado a las distintas presiones. La absorbancia, el % de
inhibicion y los mmol &cido ascorbico/mL muestra, se obtuvieron para una
relacion zumo-DPPH de 30-2970 uL y para un tiempo de reaccion en el
espectrofotobmetro de 70 min.
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TABLA 8. Valores de actividad antioxidante a los 70 min

en funcién de la

presién de homogeneizacion.
0 MPa 10 MPa 15 MPa 20 MPa 25 MPa 30 MPa
Absorbancia 0,6%0,2 0,63+0,15 0,43 £0,02 0,704 0,3 £0,2 0,51+0,08
Inhibicién (%) | 50,8+7,2 50,8+ 3,5 55,76 + 0,09 50,0 + 14,8 68,9+ 19,9 53,7 +3,7
ECso

(ug DPPH/ 0,8%0,2 1,0£0,5 0,59 £ 0,03 0,82 0,03 0,9%05 0,66 + 0,05
mL muestra)

Tecso (Min) 70£0 61,0+ 12,7 70+0 70+0 16 +0 70£0

AE (-10%) 19,23+ 508 | 18457 24,44 +1,13 17,5+0,6 74,7 + 36,3 21,7417
mmol ac.asc./ | 549401 0,91+ 0,06 1,00£0,02 09%0,3 12204 09%03

L muestra

Con el fin de determinar el nivel de significacion de las diferencias
observadas en el porcentaje de inhibicién, la actividad antirradical (ECsp), la
eficiencia antirradical (AE) y los milimoles de &acido ascoérbico por litro de
muestra, en funcion de la presion de homogeneizacion, se realiz6 un analisis
simple de la varianza. Los analisis estadisticos pusieron de manifiesto con
un nivel de confianza del 95 %, que la presién de homogeneizacién no
afecta de forma significativa a ninguno de los parametros estudiados (figuras
5y 6).

Ademas, mediante este método no es posible observar la tendencia a
aumentar la actividad antioxidante con el aumento de la presion de
homogeneizacion, que se observa en el método ABTS. Este hecho puede
ser debido a la diferencia en la preparacién de las muestras de zumo por
ambos métodos.

Por otra parte, los resultados obtenidos en este andlisis para la actividad
antioxidante expresada como mmol ac.asc./L muestra son del mismo orden
gue los encontrados en la bibliografia (Sentandreu, 2006) al igual como los
resultados de la eficiencia antirradical (Kelebek et al., 2008).

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

86 F E 15F B

36k E ok ]
0 10 15 20 25 30 0 10 15 20 25 30

Presion homogeneizacion

76 1 12

66 | 09

EC50

56 | E 06

% inhibicién

46 F E 03|

Presion homogeneizacion

FIGURA 5. Medias e intervalos LSD para el efecto de la presion de
homogeneizacion sobre el porcentaje de inhibicidn y la actividad antirradical.
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FIGURA 6. Medias e intervalos LSD para el efecto de la presion de
homogeneizacion sobre la eficiencia antirradical y los milimoles de acido
ascorbico por litro de muestra.

CONCLUSIONES

Ninguno de los dos métodos de valoracion de capacidad antioxidante
pone de manifiesto un efecto significativo de la presion de homogeneizacion
sobre la capacidad antioxidante del zumo, si bien en los resultados del
método ABTS es posible observar una clara tendencia a aumentar la
capacidad antioxidante cuando la presibn de homogeneizacion es mayor.
Este resultado obliga a recomendar la aplicacion de un tercer método de
valoracién de capacidad antioxidante que permita establecer cualquier
posible relacion entre la presion de homogeneizacion y la capacidad
antioxidante.
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