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RESUMEN

El aztcar es un alimento ampliamente consumido y utilizado en la
formulacibn de gran cantidad de alimentos por sus propiedades
organolépticas y conservativas. No obstante, su consumo se asocia a
desérdenes metabdlicos y desarrollo de enfermedades tales como la caries
dental, por lo que existe una busqueda de alternativas mas saludables. Los
azucares de cafia no refinados pueden contener, en funcién del grado de
procesado, compuestos antioxidantes beneficiosos para la salud. Algunos
autores sugieren, ademas, que determinados compuestos aislados de la
cafia de azucar tienen propiedades anticariogénicas. El presente trabajo se
plantea con el objetivo principal de completar la caracterizacion de diversos
azucares de cafia no refinados, en concreto: azucar moreno, miel de cafa,
panela en bloque y panela granulada. Se han evaluado las propiedades
antioxidantes de dichos productos mediante la determinacion del contenido
en fenoles totales, flavonoides totales, asi como capacidad antioxidante por
los métodos DPPH y ABTS-TEAC. Asimismo, se han identificado y
cuantificado por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) compuestos
fendlicos, en particular: ac. clorogénico, ac. cafeico, ac. cumarico y ac.
ferdlico, y las flavonas luteolina, tricina y apigenina. El azticar moreno,
producto mas refinado de entre los analizados, ha demostrado tener unas
propiedades antioxidantes significativamente menores al resto de productos
estudiados, entre los que destaca la panela granulada. Se ha comprobado
un menor crecimiento de Streptococcus mutans, principal microorganismo
responsable de la caries dental, en presencia de disoluciones de los
azucares no refinados. Como conclusion general, se desprende que los
azucares de cafa no refinados son una alternativa saludable al azulcar
blanco, para su consumo directo o en la formulacién de alimentos, debido a
sus propiedades antioxidantes y anticariogénicas.

PALABRAS CLAVE: azucares no refinados, cafia de azucar, ingrediente
funcional, antioxidantes, fenoles, anticariogénico, Streptococcus mutans.

RESUM

El sucre es un aliment ampliament consumit i utilitzat en la formulacié de
gran quantitat d’aliments per les seues propietats organoléeptiques i
conservatives. No obstant, el seu consum s’associa a desordens metabolics i
el desenvolupament de malalties com la caries dental, per el que existeix
una cerca d’alternatives més saludables. Els sucres de canya no refinats
poden contenir, en funcio del grau de processat, compostos antioxidants
beneficiosos per a la salut. Alguns autors suggereixen, a més, que
determinats compostos aillats de la canya de sucre tindrien propietats



anticariogeniques. El present treball es planteja amb l'objectiu principal de
completar la caracteritzacid6 de diversos sucres de canya no refinats, en
concret: sucre bru, mel de canya, panela en bloc i panela granulada. S’han
avaluat les propietats antioxidants d'aquests productes mitjangcant la
determinacié del contingut en fenols totals, flavonoids totals, aixi com la
capacitat antioxidant pels métodes DPPH i ABTS-TEAC. Aixi mateix, s’han
identificat i quantificat per cromatografia liquida d'alta resolucié (HPLC)
compostos fenadlics, en particular: ac. clorogenic, ac. cafeic, ac. cumaric i ac.
ferdlic, i les flavones luteolina, tricina i apigenina. El sucre bru, producte més
refinat de entre els analitzats, ha demostrat tindre unes propietats
antioxidants significativament menors a la resta de productes estudiats, entre
els quals destaca la panela granulada. S’ha comprovat un menor creixement
de Streptococcus mutans, principal microorganisme responsable de la caries
dental, en presencia de dissolucions dels sucres no refinats. Com a
conclusié general, es desprén que els sucres de canya no refinats sén una
alternativa saludable al sucre blanc, per a consum directe o en formulacions
d’aliments, per les seues propietats antioxidants i anticariogeniques.

PARAULES CLAU: sucres no refinats, canya de sucre, ingredient funcional,
antioxidants, fenols, anticariogénic, Streptococcus mutans.

ABSTRACT

Sugar is a widely consumed food, extensively used in food formulation
due to its organoleptic and preservative. However, its use is associated with
the development of metabolic disorders and diseases such as dental caries,
for which there is a search for healthier alternatives. Non-refined cane sugars
may contain, depending on the degree of processing, antioxidant compounds
which are beneficial to health. Some authors also suggest that certain
compounds isolated from sugarcane have anticariogenic properties. The
main goal of the present work is completing the characterization of various
non-refined cane sugars, in particular: brown sugar, molasses, block jaggery
and granulated jaggery. The antioxidant properties of these products have
been evaluated in terms of total phenols, total flavonoids and antioxidant
capacity by DPPH and ABTS-TEAC assays. Specific phenolic compounds
have been identified and quantified by high performance liquid
chromatography (HPLC), in particular: chlorogenic, caffeic, coumaric and
ferulic acids, and the flavones luteolin, apigenin and tricin. Brown sugar, the
most refined among the products analyzed, has shown the poorest
antioxidant properties, whereas granulated jaggery has exhibited the best
antioxidant properties. Non-refined sugars have been found to reduce the
growth of Streptococcus mutans, the main microorganism responsible for
dental caries. In conclusion, non-refined sugars appear as a healthier
alternative to white sugar, either for direct consumption or for food
formulation, due to their antioxidant and anticariogenic properties.

KEY WORDS: non-refined sugars, sugar cane, functional ingredient,
antioxidant, phenols, anticariogenic, Streptococcus mutans.



INTRODUCCION

El azlcar refinado o azucar blanco, obtenido a partir de la cafia de azucar
(70%) o de la remolacha azucarera (30%) es el azicar mas consumido en
todo el mundo, especialmente en los paises desarrollados (Nayaka et al.,
2009). No obstante, su ingesta excesiva se asocia a problemas de salud
tales como desordenes metabodlicos o una mayor incidencia de caries dental,
lo que ha llevado a la busqueda de alternativas menos caléricas y/o
acariogénicas, como es el caso de algunos edulcorantes. Sin embargo, a
pesar del uso extendido de otro tipo de endulzantes, el azlcar sigue siendo
un ingrediente apreciado tanto por sus caracteristicas organolépticas como
por sus propiedades conservativas.

En los lugares donde se cultiva, la cafia de azucar y el jugo extraido a
partir de ésta se consume, ademas, por sus efectos beneficiosos para la
salud, los cuales han sido atribuidos fundamentalmente a la presencia de
compuestos antioxidantes en esta materia prima (Duarte-Almeida et al.,
2006; Kadam et al., 2008; Nayaka et al., 2009). El jugo de cafa o los
extractos obtenidos a partir de ésta han demostrado potencial
anticancerigeno, destacando su actividad estrogénica (Barberan, 2003),
habiéndose demostrado disminucién de la proliferacion de células tumorales
(Yoshimoto et al., 2008) en varios tipos de leucemia, cancer de estomago,
pulmon, colon y vejiga (Jaffe, 2012). También se ha demostrado efecto
antitoxico y citopreventivo (Singh et al., 2010), prevencion de diabetes e
hipertension (Martin, 2014), efecto inmunolégico (Lo et al., 2005) y efecto
blanqueante y anticariogénico (Takara et al., 2007). Con respecto a esta
altima propiedad, diversos estudios (Takara et al., 2007 y Jaffe, 2012) han
constatado que determinados compuestos aislados de la cafia de azucar o
sus extractos poseen actividad antibacteriana frente a bacterias causantes
de la caries dental tales como Streptococcus mutans y Streptococcus
sobrinus (Emanuelsson et al., 2000).

Por otra parte, otros autores han comprobado la presencia de
compuestos antioxidantes en productos derivados de la cafla de azulcar
(Mujica et al., 2008; Hernandez et al., 2002; Payet et al., 2005; Naranjo,
2008). En particular, el grupo investigador en el que se ha desarrollado el
presente trabajo ha constatado a través de diversos estudios la ausencia de
componentes antioxidantes en el azlcar blanco y la presencia de una
cantidad significativa de los mismos en los azucares no refinados disponibles
en el mercado, fundamentalmente en la miel de cafia y en las panelas
(Calabuig, 2012; Hostalet et al., 2011; Ivorra, 2014; Segui et al., 2015; Soler,
2015). Dichos trabajos se han desarrollado bajo el amparo de los proyectos
UPV/PAID2010-2420 y GV/2013/047, en los que se engloba también el
presente trabajo. En este contexto, el uso de azucares no refinados en la
formulacién de alimentos podria suponer un incremento de las propiedades
nutricionales de los mismos sin ocasionar los problemas tecnologicos que
puede presentar el empleo de otro tipo de endulzantes.

La caracterizacion completa de los derivados de la cafia de azucar
requiere no Unicamente de la demostracion de sus propiedades
antioxidantes, sino también de la identificacion y cuantificacion de los



compuestos fenodlicos presentes en los mismos, responsables de dicha
actividad. Por ese motivo, ademas de la determinacién de propiedades
antioxidantes generales, se plantea la identificacion y cuantificacion de
compuestos especificos por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
asi como la comprobacion de la existencia de actividad anticariogénica.

Con respecto a esto ultimo, en el trabajo realizado por Ivorra (2014) se
comprobd cierto efecto anticariogénico de extractos de azlcares no
refinados frente a S. mutans y S. sobrinus. Se considera que S. mutans es el
principal microorganismo involucrado en el desarrollo de la caries dental. Es
una bacteria cocacea Gram +, anaerobia facultativa del género
Streptococcus que tiene una temperatura éptima de crecimiento de 36x1 °C
(Lemos et al., 2013). Su metabolismo es fermentativo, produciendo acidos
como acido lactico, acido propiodnico, acético y férmico a partir de sacarosa,
glucosa y fructosa (Fatima, 2008; Rubio, 2013). Dicho microorganismo
habita en la boca, la faringe y en el intestino (Forssten et al., 2010). Ademas
de afectar el huésped, también puede afectar la microflora, el sustrato e
incluso el tiempo (Nufiez et al., 2010).

La caries dental es la patologia oral mas importante que se puede
transmitir de forma directa o indirecta (Liébana, 2008) y es producida por un
consumo excesivo de azucares, sobre todo de sacarosa (Nufez et al.,
2010). La facilidad de transmision de este microorganismo se ha demostrado
a lo largo de los afios (Martinez, 2009; Martinez-Pabon et al., 2013; Herrera
et al.,, 2007; Castafién, 2014). Otras patologias que puede provocar S.
mutans son la gingivitis y periodontitis (Estrela et al., 2010), pulpitis 0
celulitis. Para evitar dicha enfermedad, lo mas aconsejable es evitar o
reducir el consumo excesivo de azlcar.

Por todo lo expuesto hasta el momento, el presente trabajo tiene como
objetivo principal completar la caracterizacién de diversos azucares de cafa
no refinados presentes en el mercado, concretamente azucar moreno,
panela en bloque, panela granulada y miel de cafa. Dicha caracterizacion
consistira en determinar sus propiedades antioxidantes, asi como identificar
y cuantificar mediante HPLC los principales compuestos responsables de
dichas propiedades. Asimismo, se estudiara el efecto de la presencia de
dichos azucares en el cultivo de Streptococcus mutans, microorganismo
considerado el principal responsable del desarrollo de la caries dental.

MATERIALES Y METODOS
Materia prima

Los azUcares de cafia seleccionados para el presente trabajo fueron:
azucar moreno (AM), panela en bloque (PB), panela granulada (PG) y miel

de cafia (MC). Todos los productos se adquirieron en supermercados o
comercios en la ciudad de Valencia.



Propiedades antioxidantes

Los productos seleccionados se evaluaron en términos de fenoles totales
y flavonoides totales, asi como con respecto a su capacidad antioxidante por
los métodos DPPH y ABTS-TEAC, segun se especifica a continuacion.

FENOLES TOTALES

La determinacion del contenido en fenoles totales se realizé segun el
meétodo de Folin Ciocalteu (Singleton et al., 1999, Wolfe et al., 2003), que
mide la coloracion azulada que se obtiene cuando los fenoles presentes en
una muestra reaccionan con dicho reactivo. El contenido fendlico se
determind sobre extractos acuosos, empleando agua bidestilada, y sobre
extractos metanol:agua (70:30 v/v), realizando extracciones en proporcion
1:5 (m/v) para el caso del AMy 1:12,5 (m/v) para el resto de azucares.

Para la determinacion espectrofotométrica se mezclaron 0,125 mL de
extracto, 0,5 mL de agua bidestilada y 0,125 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteu en una cubeta de espectrofotometro. La mezcla se dejé reaccionar
durante 6 min en oscuridad y, transcurrido dicho tiempo, se afiadieron 1,25
mL de una disolucion de Na,CO3 al 7% (m/v), mas 1 mL de agua bidestilada,
dejando reaccionar el conjunto durante 90 min mas en oscuridad.
Transcurrido ese tiempo, se procedioé a la lectura de los resultados en un
espectrofotometro Helios Zeta UV/Vis Thermo scientific a una longitud de
onda de 760 nm.

Como patron se empled acido galico, preparandose disoluciones en el
intervalo de concentraciones entre 100 y 500 ppm. Los resultados se
expresaron en mg equivalentes de acido galico por gramo de producto (mg
EAG/Q).

FLAVONOIDES TOTALES

La determinacion de flavonoides totales se realizé segun el método
colorimétrico modificado del cloruro de aluminio (Luximon-Ramma et al.,
2005). Se prepararon disoluciones acuosas 1:25 (m/v) para el caso del AM y
1:100 (m/v) para el resto de azucares. A continuacién, se introdujo en una
cubeta 1,5 mL de cada disolucién y 1,5 mL de una disolucién de AICl; al 2%
(m/v) en metanol. Se agitdé dicha mezcla y se dej6 reaccionar en oscuridad
durante 10 min. Transcurrido este tiempo, se midi6 la absorbancia a 337 nm.
Pasados 75 min de reaccion, se midi6 otra vez la absorbancia para
comprobar si la reaccion habia finalizado.

Se empled apigenina como flavonoide de referencia, por ser una de las
flavonas mayoritarias en la cafia de azucar y derivados (Duarte-Almeida et
al., 2006; 2011), y por tener un maximo de absorbancia al reaccionar con el
AICI; cercano a la tricina, otra de las flavonas mayoritarias en este tipo de
muestras. Se construy6 una curva patron en el intervalo de concentraciones
entre 6,25 y 200 ppm, expresandose los resultados en miligramos
equivalentes de apigenina por gramo de producto (mg EA/Q).



CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Para determinar la actividad antioxidante (AO) de los productos, uno
de los métodos empleados, fue el basado en el uso del radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) (Brand- Williams et al., 1995; Molyneux, 2004).

Inicialmente, se prepard una disolucion de 100 uM del reactivo DPPH
en metanol. Paralelamente, las muestras se disolvieron en agua bidestilada
en una relacién 1:10 (m/v). Tras la preparaciéon de las muestras y del
reactivo, se mezclaron 2 mL de la disolucion de DPPH en metanol, 10, 30,
50 6 70 puL de muestra y metanol hasta completar 3 mL. También se empled
un blanco, en el que el volumen de las muestras fue sustituido por agua
bidestilada. Seguidamente, se midi6 la absorbancia a 517 nm en un
espectrofotometro, cada minuto durante la primera media hora, cada 5 min
durante la siguiente media hora y cada 15 min hasta completar un total de 2
h. Los resultados se expresaron en porcentaje de inhibicion del radical
DPPH, calculado a partir de la siguiente ecuacion:

£ 100 (1)

1(%) =
Donde: | (%)= porcentaje de inhibicibn del DPPH; AB= absorbancia del
blanco; AA= absorbancia de la disolucién de la muestra

El otro método empleado para determinar la actividad antioxidante de los
azucares no refinados fue el método ABTS-TEAC (2,2-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline 6-sulfonic acid)-Trolox Equivalent Antioxidant Capacity),
basado en la decoloracion del radical ABTS al reaccionar con los
antioxidantes presentes en la muestra. Se siguié el método desarrollado por
Re et al., 1999 y Moura Rufino et al., 2007. En primer lugar, el radical ABTS
se liberé en una disolucion de persulfato potasico (7 mM ABTS y 2,45 mM
persulfato potasico), guardando la mezcla en oscuridad y a temperatura
ambiente durante 16 h. Transcurrido dicho tiempo, se diluy6é la mezcla con
tampon fosfato hasta conseguir una disolucion con una absorbancia de 0,7
leida a 734 nm. El tampon fue preparado a partir de dos disoluciones, una
disolucién 0,2 M de fosfato sédico monobasico (NaH,PO,) y una disolucién
0,2 M de fosfato sodico dibasico (Na;HPO,). Seguidamente, se mezclo en
una cubeta 90 pL de una disolucién 1:30 (m/v) de los distintos azucares en
agua con 2,91 mL de la disolucion de ABTS+ en tampoén fosfato. Tras haber
transcurrido 1, 3 y 6 min se midié la absorbancia a 734 nm en un
espectrofotometro Helios Zeta UV/Vis Thermo scientific.

Para realizar la curva patron, se empled trolox como antioxidante de
referencia con una concentracion entre 0 y 800 pM. Los resultados se
expresaron en pmol equivalentes de trolox por gramo de muestra (umol
ET/g).



A,NALISIS DE COMPUESTOS EENOLICOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

El analisis por HPLC (High-Performance Liquid Cromatography) de los
compuestos fenolicos presentes en los azucares no refinados se baso en el
protocolo desarrollado por Duarte-Almeida et al., (2006; 2011) para muestras
de similares caracteristicas, basado a su vez en los utilizados por Arabbi et
al., (2004) y Price et al., (1999), para otro tipo de muestras.

Preparacion de la muestra

Se obtuvieron extractos acuosos de los productos preparando
disoluciones 10:30 (m/v) en agua bidestilada. Las disoluciones se
centrifugaron a una velocidad de 3500 rpm durante 10 min (P-selecta-
modelo Medifriger BL-S), recogiendo el sobrenadante tras la centrifugacion.
La extraccion en fase sélida se llevdo a cabo en columnas de poliamida
CHROMABOND® PA. 6 mL/500 mg, fraccionando alicuotas de 5 mL en
dicha columna, previamente acondicionada con 20 mL de etanol y 30 mL de
agua bidestilada. A continuacion, se procedio al lavado de la columna con 25
mL de agua bidestilada y a la elucién de los compuestos fenélicos con 25 mL
de metanol seguido de 25 mL de metanol:amoniaco (99,5:0,5). El volumen
recogido se rotaevaporé a 40 °C en vacio hasta sequedad y, posteriormente,
se redisolvio en 1 mL de metanol.

Identificacion y cuantificacién de compuestos fendlicos por HPLC

El equipo empleado para la identificacion y cuantificacion de compuestos
fendlicos fue un equipo Agilent 1100 con inyector automatico y bomba
cuaternaria acoplada a un detector de matriz de diodos, empleando el
modelo de columna C18.

Se siguid el protocolo basado en el trabajo de Duarte-Almedia et al.,
2011, que comprende una duracion de 45 minutos empleandose 5 fases
(Tabla 1), siendo A (Agua bidestilada: Tetrahidrofurano: Acido
Trifluoroacético) (98:2:0,1)) y B (Acetonitrilo) los eluyentes y C (Metanol), D
(Agua bidestilada) y E (Metanol: Agua bidestilada, (20:80)) las fases de
acondicionamiento y lavado, respectivamente (Tabla 1). Cada una de las
fases fue filtrada con bomba de vacio a través de un filtro de membrana de
nylon de diametro de poro de 0,2 um antes de su utilizacion. EI volumen
inyectado de las muestras fue de 20 pL, inyectandose por duplicado. La
longitud de onda de deteccion se fij6 en 370 nm y los espectros de UV se
registraron en un rango de 200 a 400 nm.

Para la determinacion de los distintos compuestos fendlicos presentes en
los azucares no refinados se eligieron distintos patrones teniendo en cuenta
los encontrados por otros autores en cafia de azUcar y productos de
similares caracteristicas (Duarte-Almedia et al.,, 2011), en particular: los
acidos hidroxicinamicos cafeico, cumarico, ferulico, clorogénico y sinapico; y
las flavonas tricina, luteolina y apigenina. Inicialmente, se prepararon mix a
distintas concentraciones incluyendo todos los patrones. No obstante, puesto



que los resultados mostraron solapamiento de algunos picos
correspondientes a los patrones que se comentardn mas adelante, se
decidié inyectar por separado un mix de patrones de los acidos
hidroxicindmicos en las concentraciones indicadas en la tabla 2, mientras
que las tres flavonas se inyectaron por separado y de manera individual en
concentracion 4, 8y 16 ppm.

Ademas, se prepararon distintas muestras fortificadas con la misma
cantidad de patron que la indicada en el parrafo y tabla anteriores para
determinar el porcentaje de recuperacion. El porcentaje de recuperacion
(%R) se calcul6 teniendo en cuenta la concentracion de patron afiadida a la
muestra, y la recuperada segun la lectura del cromatograma
correspondiente.

Por ultimo, la lectura de los distintos cromatogramas obtenidos se realizo
mediante el programa informatico Empower Pro (Waters), con el que se
realiz6 la identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos
presentes en las muestras.

TABLA 1. Gradiente de fases Ay B empleado en el protocolo para analisis del contenido
en compuestos fendlicos por HPLC

%] tiempo (minutos) A (%) B (%)
0-2 83 17
2-7 75 25
ImL/min 7-15 65 35
15-20 50 50
20-25 10 90
25-45 83 17

TABLA 2. Concentracion (ppm) de los acidos hidroxicinamicos utilizados como patrones en
cada uno de los Mix.

MIX 1 MIX 2 MIX 3
Ac. sinapico 8 16 32
Ac. clorogénico 12 24 48
Ac. cafeico 4 8 16
Ac. p-cumarico 4 8 16
Ac. fertlico 4 8 16

Evaluacion de la capacidad anticariogénica de los a  zlcares no
refinados

Se estudidé si los compuestos fendlicos presentes en los distintos
azucares no refinados tienen algun efecto sobre el crecimiento de S. mutans
mediante el empleo de técnicas espectrofotométricas. Para la evaluacion, se
realizdé un ensayo de inhibicién en medio liquido basado en el publicado por
Mosquera y Veloz, 2011.

El ensayo de inhibicibn en medio liquido consisti6 en incubar el
microorganismo en presencia de una determinada cantidad de medio de
cultivo BHI Broth (Brain Heart Infusion Broth; Scharlau) y de diferentes
concentraciones de cada uno de los azucares no refinados (AM, PB, PG y



MC), asi como de azucar blanco (AB), empleado como referencia. Se partio
de una disolucion de cada azucar en agua bidestilada estéril de 60 g de
azucar/100 mL, obteniéndose a partir de ésta el resto de disoluciones: 45, 30
y 15 g azlcar/100 mL.

PREPARACION DEL INOCULO

El in6culo se preparé a partir del microorganismo sembrado en placa
previamente e incubado a 37 °C durante 48 h. El microorganismo se
recuperd por centrifugacion (microcentrifuga miniSpin, Eppendorf®) a 3500
rpm durante 20 min y fue resuspendido en medio BHI Broth hasta obtener en
una longitud de onda de 665 nm, una medida equivalente a 10* UFC/mL,
segun recta de calibrado obtenida a tal efecto.

ENSAYO DE INHIBICION EN MEDIO LIQUIDO

Se prepararon tubos conteniendo 2 mL de BHI Broth y 4 mL de la
disolucién de azucar correspondiente, lo que resulta en un total de 4 tubos
por tipo de azucar. A continuacioén, cada uno de los tubos se inocul6 con
aproximadamente 10* UFC, mediante la adici6n de 1 mL del indculo
obtenido anteriormente. Finalmente, se ley6 la absorbancia del contenido de
cada uno de los tubos a 665 nm (Ag) y se llevaron a incubacién en estufa a
37 “C durante 48 h, tiempo tras el cual se volvi6 a leer la absorbancia (A;), a
la misma longitud de onda. Finalmente, el crecimiento microbiano se estimo
a partir de la diferencia de absorbancias, transformada a diferencia de UFC a
través de la recta de calibrado obtenida a tal efecto. Los resultados se
obtuvieron en términos absolutos y relativos (ecuaciones 2 y 3). El ensayo se
realizo por duplicado.

AUFC absoluto = UFC;-UFCy (2)
AUFC relativo = (UFC;- UFC o)/ UFC (3)
Analisis estadistico de los resultados
Los resultados se analizaron estadisticamente mediante el programa
Statgraphics Centurion XVI, realizandose andlisis de la varianza (ANOVAS)
simples y multifactoriales, con un nivel de confianza del 95%.
RESULTADOS
Propiedades antioxidantes
CONTENIDO EN FENOLES TOTALES
En la tabla 3 se muestran los resultados correspondientes al ensayo de

Folin-Ciocalteu para la determinacion del contenido en fenoles totales,
expresados en miligramos equivalentes de acido galico por gramo de



producto (mg EAG/g), para cada uno de los extractos obtenidos (acuoso y
metanol:agua).

TABLA 3. Contenido en fenoles totales (mg EAG/g) de los diferentes productos analizados
en funcion del tipo de disolvente empleado en la extraccion. Valores medios + desviacion
estandar.

Muestra H,0 MeOH:H,0
AM 0,58 +0,03%  0,51+0,07%
PB 213 +0,05" 1,81 +0,04°
PG 3,07+0,18° 2,06 +0,10°¢
MC 2.8+0,4° 25+0,6°

abc-| etras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente

significativas con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Los resultados obtenidos indican que el extracto acuoso contiene una
mayor cantidad de compuestos fendlicos. A pesar de que suele
recomendarse el empleo de mezclas metanol:agua para maximizar la
extraccibn de compuestos fendlicos, en este caso, la gran cantidad de
compuestos solubles en agua y de alta polaridad presentes en la cafa de
azucar y derivados haria mas conveniente obtener el extracto acuoso (Li et
al., 2010). Por este motivo, para el resto de analisis se decidio utilizar
Gnicamente agua para la extraccion.

En relacion al tipo de muestra, el azdcar moreno (AM) presentd un
contenido en fenoles totales significativamente mas bajo (p-valor < 0,05) que
el resto de productos analizados. Este resultado, que es consecuencia del
mayor grado de refinado experimentado por este azlUcar durante su
elaboracion, indicaria que el azticar moreno seria el menos apropiado para
el consumo desde un punto de vista nutricional y funcional. En el extremo
opuesto se encontrarian la panela granulada (PG) y la miel de cafia (MC) v,
detras de éstos, la panela en bloque.

En cuanto a los valores mostrados en el presente estudio, cabe resaltar
algunas diferencias con respecto a los publicados por otros autores. Por
ejemplo, Harish et al. (2009) obtuvieron valores en torno a 0,372 mg EAG/g y
3,837 mg EAG/g para el azicar moreno y un tipo de panela,
respectivamente. Por otra parte, Payet et al. (2005) concluyeron, tras
analizar diferentes tipos de azucar moreno, que el contenido en fenoles
totales oscilaba entre 0,108 mg EAG/g y 0,418 mg EAG/g. Aun existiendo
ligeras diferencias con respecto a los valores mostrados por Segui et al.
(2015), las tendencias por tipos de producto resultan similares a las
obtenidas por estos autores.

FLAVONOIDES TOTALES
En la tabla 4 se muestran los resultados correspondientes a la
determinacion de flavonoides mediante el método colorimétrico del cloruro

de aluminio, expresados en miligramos equivalentes de apigenina por gramo
de producto (mg EA/g).
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TABLA 4 . Contenido en flavonoides totales (mg EA/g) de los diferentes productos, a los dos
tiempos de reaccion estudiados (t). Valores medios * desviacion estandar.

Muestra t =10 min t =75 min
AM 1,67 +0,08* 1,70 +0,08°
PB 3,89+0,05° 3,94+0,04"
PG 5,79+0,10° 5,80+0,11°
MC 7,36+0,19° 7,4+0,2°

abc-| etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Cabe resaltar que todos los productos analizados presentaron un
contenido en flavonoides totales superior al de fenoles totales, lo que no
resulta coherente teniendo en cuenta que los flavonoides son un tipo de
polifenoles. Ante estos resultados cabe mencionar que el método de analisis
empleado ha sido cuestionado por algunos autores debido a que diferentes
flavonoides presentan picos de absorbancia maxima a distintas longitudes
de onda tras reaccionar con el AICl3 (Denni y Mammen, 2012), lo que se
traduce en errores de determinacion en funcién de los flavonoides presentes
en la muestra. No obstante, a pesar de las limitaciones expuestas, el método
sigue siendo ampliamente utilizado en la actualidad.

Los resultados obtenidos guardan relacion con el contenido en fenoles
totales de los productos, siendo de nuevo el azacar moreno (AM) la muestra
con menor contenido en flavonoides totales y la PG y la MC los que mayor
contenido presentaron. Cabe resaltar que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los valores obtenidos a los 10 miny 75
min, por lo que se deduce que 10 min serian suficientes para completar la
reaccion.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR LOS METODOS DPPH Y ABTS-TEAC

En primer lugar se muestra, para cada una de las muestras analizadas,
la evolucion en el porcentaje de inhibicion del radical DPPH durante un total
de 2 h de reaccion, utilizando 50 pL como volumen de muestra (Figura 1).

65
55
45
¢ PG
s> 4l
£ il MC
c 15
X o AM

t (min)

FIGURA 1. Evolucion del porcentaje de inhibicion del radical DPPH durante 120 min de
reaccién en funcién del producto.
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Como se puede comprobar, el porcentaje de inhibicion del radical DPPH
aumentd rapidamente al inicio de la reaccién y no alcanzo6 un valor asintético
transcurridas 2 h. De acuerdo a la forma de las curvas, los azucares menos
refinados (PG, PB y MC) contendrian algunos compuestos de reaccion
rapida que no estarian presentes en el AM. Por otra parte, a tenor de la
forma hiperbdlica de las curvas, todos los productos analizados presentarian
compuestos de reaccion lenta (Brand-Williams, 1995), lo cual concuerda con
los resultados obtenidos por Segui et al. (2015) para productos de similares
caracteristicas. Teniendo en cuenta los componentes que podrian estar
presentes en los derivados de la cafia de azucar (Duarte-Almeida et al.,
2006; Harish-Nayaka et al., 2009), compuestos como los acidos
hidroxicinAmicos o la luteolina podrian contribuir a una respuesta
rapida+lenta, mientras que otras flavonas tales como la tricina o la apigenina
contribuirian Gnicamente a una respuesta lenta, prolongada en el tiempo.

Teniendo en cuenta que la reduccién del radical DPPH se debe a la
presencia de compuestos antioxidantes procedentes de la muestra, la
panela granulada (PG) seria el azicar con mayor capacidad antioxidante,
seguida de la miel de cafa (MC), la panela en bloque (PB) y el azucar
moreno (AM). Estos resultados concuerdan con los analisis del contenido en
fenoles totales y flavonoides totales mostrado anteriormente.

Como se ha comentado anteriormente, la capacidad antioxidante de los
diferentes productos también se midié por el método ABTS-TEAC, que utiliza
en trolox como antioxidante de referencia, cuyos resultados se resumen en
la tabla 5, expresados en pmoles equivalentes de trolox por gramo de
muestra (umol ET/Q).

TABLA 5. Capacidad antioxidante expresada en umoles equivalente de trélox por gramo de
muestra tras 6 min de reaccion. Valores medios * desviacién estandar.

Muestra umol ET/g
AM 2,81 +0,04°
PB 7,06 +0,03"
PG 7,52 +0,03°
MC 7,91 +0,01°

abc.| atras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Aunque los valores obtenidos en este trabajo resultaron algo inferiores a
los obtenidos en estudios previos y por otros autores (Amaya, 2013;
Calabuig, 2012; Segui, 2015; Soler, 2015), de nuevo se demuestra que
productos menos refinados tales como la MC, PG o la PB presentan una
actividad antioxidante significativamente superior al AM.

ANALISIS DE COMPUESTOS FENOLICOS MEDIANTE HPLC

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos por HPLC tanto de
los patrones como de los distintos productos estudiados.
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Andlisis de los patrones por HPLC

En primer lugar, se muestran las caracteristicas cromatograficas de los
patrones (tabla 6), es decir, el tiempo de retencion, la longitud de onda de
absorcion maxima y el espectro de absorbancia correspondiente. Teniendo
en cuenta los resultados obtenidos, se decidi6 leer los 4&cidos
hidroxicinamicos a 323 nm y las flavonas a 348 nm.

TABLA 6 . Caracteristicas cromatograficas de los distintos patrones y espectros individuales
de absorbancia de cada uno de ellos.

PATRON tretencion (MIN) Anmax (Nnm) Espectro de absorbancia UV-visible
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En la siguiente figura (Figura 2) se presenta uno de los cromatogramas
correspondiente al mix de patrones inicialmente inyectado, donde puede
observarse que existe solapamiento de dos picos alrededor de los 8 minutos,
correspondientes a los acidos sinapico y cumarico. Del mismo modo, se
aprecia la ausencia del pico correspondiente a una de las flavonas,
sugiriendo un solapamiento entre éstas. Por lo tanto, tal y como se ha
indicado en el apartado de material y métodos, se decidié inyectar por
separado los acidos cumarico y sinapico (Figura 2b y c) asi como cada una
de las flavonas (Figura 2d, e y f) para proceder a la obtencién de las rectas
de calibrado correspondientes.

14




0.50
040+

0304

2 0204
L
0.0+

T T T T T
6.00 &.00 10.00 12,00 14,00

T T
200 4.00
Minutes
0204 b o
0454 0,204
2 0.0 3
0,104
0,05
0,00 . 0,00
T T T T T T T T T T T
400 £,00 500 10,00 200 300 400 500 BOO 700 800
Minutes hinutes
2l d 00304 e 0,124 f
0025 04
045 0020 0,05
2 010 & oms = 0,08
o010 004
0,051 00054
\ 0,02
o A’J 0,00——
oo

; . T T T T T ; : ; ; ;
T T T T T T 200 400 600 800 1000 1200 1400
200 400 600 8,00 10,00 12,00 Mindes oon s00 1080 1so0 2”'”51 ut25'U

...... irtes

FIGURA 2. (a) Cromatograma correspondiente al mix 3, leido a la longitud de onda de 323
nm. (b) Cromatograma correspondiente al acido sinapico (323 nm). (c) Cromatograma
correspondiente al acido cumarico (323 nm). (d) Cromatograma correspondiente a la
luteolina (348 nm). (e) Cromatograma correspondiente a la tricina (348 nm). (f)
Cromatograma correspondiente a la apigenina (348 nm).

Andlisis de las muestras por HPLC

En la figura 3 se presenta como ejemplo el cromatograma
correspondiente a la muestra panela granulada, a las dos longitudes de onda
empleadas para la identificacion y cuantificacion. Como puede observarse,
los cromatogramas obtenidos son complejos, con una gran cantidad de
picos, muchos de ellos solapados, similares a los obtenidos por otros
autores sobre muestras de similares caracteristicas (Duarte-Almeida et al.,
2006; 2011; Li et al., 2010). En muchos casos, aunque coinciden los
espectros de absorcion, los tiempos de retencion no se corresponden con
los de los patrones inyectados, por lo que se deduce que se trata de
compuestos derivados, segun se infiere de los estudios anteriormente
citados. No obstante, algunos picos no se consiguieron identificar al no
mostrar espectro de absorcidon o bien no corresponder a ninguno de los
patrones empleados en el presente estudio.

Los cromatogramas correspondientes al resto de productos (AM, MC y
PB) se muestran a continuacion (Tabla 7), leidos a 323 nm y 348 nm segun
se indica.
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FIGURA 3. Cromatogramas e identificacion de los picos de la panela granulada (PG) leidos
a ambas longitudes de onda (a) 323 nm y (b) 348nm. Picos (1), (2), (3) y (4) compuestos no
identificados (5) acido clorogénico (6) acido cafeico (7) apigenina (8) luteolina (9) tricina (10)
acido cumarico (11) acido ferdlico.

TABLA 7. Cromatogramas correspondientes al resto de azlcares no refinados (azlcar
moreno, AM; miel de cafia, MC; panela en bloque, PB), obtenidos a 323 nm y 348 nm.
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La concentracion de cada uno de los compuestos identificados en las
muestras analizadas se presenta en la tabla 8. Para su célculo, se ha tenido
en cuenta que el porcentaje de recuperacion promedio obtenido fue del
93+7%.

Tabla 8. Compuestos fendlicos identificados en los azlcares de cafia no refinados.
Cantidades expresadas en mg/100 g de muestra.

COMPUESTO

IDENTIFICADO AM MC PB PG
Ac. clorogénico 0,136 + 0,008% 7,8+0,4° 2,0+0,1% 38+2°
Ac. cafeico 0,269 +0,016°  1,13+0,08°  3,15+0,19° 7,6 +0,5°
Ac. sinapico nd nd nd nd
Ac. cumarico 0,080 £0,008%°  1,14+0,12° 1,00+0,11° 1,81 +0,19°
Ac. fertlico 0,0035 +0,0003* 3,2+0,207°  5,6+0,3° 0,79 +0,05¢
Ac. hidroxicinamicos 0,49+0,03 *° 13,3+0,3" 11,7+0,7° 48 + 3°
Luteolina nd nd 2,2+0,6% 2,5+0,7%
Tricina 0,71 +0,07° 4895+09° 130+1,2° 11,3+1,061°°
Apigenina 1,7+0,3° 11,6 +1,8" 11,9 +1,9° 19 +3°
Flavonas 24+0,3° 21,1+0,9" 27 +4°° 32,9+4,8°

abc-| etras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas con un nivel

de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la presencia de acidos
hidroxicinamicos y flavonas en todos los productos analizados. En particular,
el contenido en acidos hidroxicinamicos resulta inferior al de flavonas,
excepto para el caso de la PG, en la que el elevado contenido en acido
clorogénico encontrado repercute significativamente sobre el total. Por otra
parte, el acido sinapico no se identific6 en ninguna de las muestras
estudiadas, mientras que la luteolina estuvo ausente en el AM y la MC.

Para los compuestos identificados, se podria afirmar que los valores
obtenidos resultan del orden de los publicados por Duarte-Almeida et al.
(2006, 2011), aunque se debe tener en cuenta que los productos analizados
no fueron exactamente los mismos. En todo caso, los resultados confirman
una presencia mayoritaria de tricina y apigenina, de entre las flavonas
analizadas, asi como una cantidad significativa de acido clorogénico, sobre
todo en el caso de la PG y la MC.

En general, los resultados del andlisis por HPLC han confirmado la
presencia de compuestos fendlicos responsables de las propiedades
antioxidantes analizadas en el presente trabajo. La cantidad de compuestos
fendlicos obtenidos mediante este andlisis confirma los resultados de fenoles
y flavonoides totales, asi como de actividad antioxidante. De nuevo, el AM
presentaria un contenido en compuestos fendlicos significativamente menor
al resto de azucares no refinados, destacando la PG como producto con
mayor contenido en dichos compuestos.
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Evaluacion de la capacidad anticariogénica de los a  zUcares no
refinados

En la siguiente figura (Figura 4) se representa la estimacion del
crecimiento microbiano en presencia de los distintos azucares, calculada a
través de la diferencia de UFC (AUFC) absoluta y relativa, a partir de las
medidas espectrofotométricas, tal y como se explica en el apartado de
material y métodos.
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FIGURA 4. Crecimiento del microorganismo S. mutans estimada por diferencia de UFC
absoluta (a) y relativa (b) en funcién del producto y de la concentracidon de azlcar en cada
tubo (T;). Cada tubo contiene 2 mL de medio de cultivo BHI broth mas 2 mL de una
disolucién de azucar a las siguientes concentraciones: T, = 60 g/100 mL, T,= 45 g/100 mL;
T3 =30 g/100 mL y T,= 15 g/ 100 mL. AB: azlcar blanco, AM: azGcar moreno, PG: panela
granulada, PB: panela en bloque y MC: miel de cafa.

Los resultados obtenidos demuestran que existen diferencias al cultivar el
microorganismo S. mutans en presencia de uno u otro tipo de azucar, y en
funcion de la concentracion del mismo. El analisis estadistico realizado
demuestra la significancia estadistica de ambos factores, asi como de su
interaccién (p-valor < 0,05), tanto para los valores absolutos como para los
relativos.

Segun puede apreciarse en la figura 4a, la presencia de azucares no
refinados del tipo PG o PB disminuye el crecimiento microbiano frente al
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hecho de incluir en el medio azucar blanco u otros azucares no refinados
tales como AM y MC. No obstante, a pesar esta cuantificacion del
incremento de UFCs, se cree que estos resultados pueden estar influidos
por la diferente absorbancia inicial exhibida por cada una de las muestras de
azucares, debida a la diferente coloracion de los mismos. Este hecho podria
afectar de manera mas notable a productos mas coloreados tales como la
MC. Por este motivo, se calcul6 también el incremento relativo de
absorbancias (o equivalente incremento relativo de UFCs), dando lugar a los
resultados presentados en la figura 4b. En esta figura, se observa
claramente cémo el hecho de incubar en presencia de los azUcares no
refinados supone un descenso significativo del crecimiento de S. mutans,
mas acusado conforme mayor es la concentracién del azucar en el tubo
correspondiente. Por otra parte, las diferencias entre algunos tipos de azucar
(AB, AM, MC) dejan de ser significativas en el tubo 4, en el que la
concentracion de compuestos fendlicos seria menor a la minima inhibitoria.
Los resultados aqui obtenidos concuerdan con la cantidad de compuestos
antioxidantes identificados en los distintos productos derivados de la cafia de
azucar, asi como con la actividad antioxidante exhibida por los mismos.

Cabe destacar que en estudios publicados por otros autores (Takara et
al., 2007) y en un estudio realizado por el grupo investigador (lvorra, 2014),
se habia demostrado la inhibicion del crecimiento S. mutans y S. sobrinus
cuando se utilizaban extractos concentrados y/o purificados de los derivados
de la cafla de azucar. No obstante, en este caso se ha conseguido
demostrar un menor crecimiento de S. mutans en presencia del azdcar no
refinado en la forma en que se comercializan, sin haber extraido y
concentrado los compuestos fendlicos presentes en éstos.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo de investigacion confirman la
presencia de compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes en todos
los productos derivados de la cafia de azucar analizados. Se ha constatado
ademas que dichos compuestos se conservan en mayor medida en los
productos menos refinados, tales como las panelas o la miel de cafa.

Por otra parte, se han conseguido identificar y cuantificar diversas
flavonas y acidos hidroxicinamicos en los productos estudiados, confirmando
la predominancia de las flavonas tricina y apigenina, asi como del acido
clorogénico, este ultimo presente marcadamente en la panela granulada.

Con respecto a la actividad anticariogénica, se ha demostrado inhibicion
del crecimiento de S. mutans, microorganismo responsable de la caries
dental, cuando el cultivo se realiza en presencia de azucares no refinados,
principalmente panelas y miel de cafia, en comparaciéon con el azucar
blanco.

Por tanto, al finalizar el estudio se concluye que las propiedades
antioxidantes y anticariogénicas demostradas tanto la miel de cafia como en
las panelas, convierten a estos azucares no refinados en buenos candidatos
para sustituir el aztcar blanco para consumo directo o en la formulacion de
alimentos.
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