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Capacidad antioxidante
del araza (Eugenia
stipitata Mc Vaugh)
durante la maduracion

Antioxidant capacity of
araza (Eugenia stipitata
McVaugh) during the
ripening

Capacidade antioxidante
de araca-hoi (Eugenia
stipitata Mc Vaugh)
durante a maturacao
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Resumen

Abstract

Resumo

El arazd es un fruto amazoénico con buena
capacidad antioxidante , como otras frutas
de la region. A partir del epicarpio y
mesocarpio de la fruta, en cuatro estados
de madurez (verde, pintén, maduro y
sobremaduro), se realizo la extraccién de
compuestos fenolicos utilizando como
solvente una mezcla agua:metanol (inicial
50:50; posterior 70:30); para su analisis

se recurri6 al método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu. Dichos compuestos se
identificaron parcialmente mediante HPLC
en fase reversa con arreglo de diodos,
encontrando los acidos clorogénico,

galico y caféico como fenoles mayoritarios
responsables de la actividad antioxidante.
El mayor contenido de polifenoles en el
mesocarpio fue en el estado verde (1200
mg/1000 g fruto BH), seguido del maduro
(1100 mg/1000 g fruto BH), pint6n (905
mg/1000 g fruto BH) y sobremaduro (550
mg/1000 g fruto BH), mientras que en el
epicarpio fue mayor en los estados maduro
(170 mg/1000 g fruto BH) y verde (295
mg/1000 g fruto BH), seguidos del pinton
(100 mg/1000 g fruto BH) y sobremaduro
(50 mg/1000 g fruto BH). La capacidad
antioxidante se determiné usando métodos
hidrofilicos (ABTS, DPPH y FRAP),
encontrando que en el mesocarpio la
capacidad antioxidante, medida por todos
los métodos, fue mayor en estado verde,
seguida por los estados maduro, pintén y
sobremaduro; en el epicarpio fue mayor
en los estados maduro y verde, seguida
por pintén y sobremaduro. La capacidad

The araza is a fruit native of the Amazon
region, like other fruits of this region has
some antioxidant components. It was carried
out the classification of the fruits of araza in
four different stages (green, “pinton”, mature,
over-mature) using as the index of maturity,
then phenolic compounds were extracted
using mixtures of solvents (methanol:water,
50:50 initial, 70:30 final) and its content
was determined by the spectrophotometric
method Folin-Ciocalteu in the epicarp and
mesocarp. Additionally, partially identified
phenolic compounds by reversed phase
HPLC with diode array, finding the phenolic
acids such as chlorogenic, gallic and caffeic,
such as phenols responsible for the majority
of araza antioxidant activity. It was noted
that araza mesocarp polyphenol content
was higher in the green (1200 mg/1000 g
BH fruit) stage followed by mature (1200
mg/1000 g BH fruit), pinton (905 mg/1000
g BH fruit) and over-mature (550 mg/1000
g BH fruit), while the epicarp was greater in
stages mature (170 mg/1000 g BH fruit) and
green (295 mg/1000 g BH fruit) followed by
over-mature (50 mg/1000g BH fruit) and
pinton (100 mg/1000g BH fruit) stages. The
antioxidant capacity was determined by
three hydrophilic methods (ABTS, DPPH
and FRAP) in the mesocarp found that

the antioxidant capacity was higher in the
green state followed by mature, pinton and
over mature, while the epicarp was higher
in mature, green, pinton and over-mature
state. We also determined the antioxidant
capacity by a lipophilic method (B-carotene

Rev. Colomb. Quim. 2013, 42(2), 21-28.

O aragd-boi é um fruto origindrio da

regido amazonica que, como outros frutos
desta regido, possui alguns componentes

com capacidade antioxidante que sdo de
grande interesse para a saude dos seres
humanos pela sua capacidade de diminuir

os efeitos de radicais livres, produzidos
durante o metabolismo normal da célula.
Neste trabalho foi realizada a classificacdo

dos frutos de araga-boi em quatro estddios
diferentes, utilizando como critério o indice
de maturagao; posteriormente, a partir do
epicarpo e mesocarpo da fruta nos quatro
estadios de maturagao (verde, pintado, maduro
e sobremaduro) foram extraidos os compostos
fendlicos utilizando misturas de solventes
(metanol, 4gua, 50:50) e foi determinado

o seu contetido mediante o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu. Além
disso, parcialmente identificados compostos
fendlicos por HPLC de fase reversa com matriz
de diodos, encontrando os acidos fendlicos,
tais como clorogénico, galico e cafeico, tais
como fendis responséveis pela maioria das
Araza actividade antioxidante. Foi observado
que no mesocarpo do araga-boi o contetido
de polifenois é maior no estadio verde (1200
mg/1000 g fruto BH) seguido dos estados
maduro (1100 mg /1000 g fruto BH), pintado
(905 mg/1000g fruto BH) e sobremaduro
(550 mg/1000 g fruto BH) enquanto que no
epicarpo ¢ maior nos estadios maduro (170
mg/1000 g fruto BH) e verde (295 mg/1000

g fruto BH) seguido dos estadios pintado

(100 mg/1000 g fruto BH) e sobremaduro

(50 mg/1000 g fruto BH). A capacidade
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antioxidante también se evalud por un
método lipofilico (decoloracion del
B-caroteno) hallando que en el mesocarpio
fue mayor en los estados maduro (110
mg/1000 g fruto BH) y pintén (90 mg/1000
g fruto BH) seguido del sobremaduro
(75mg/1000 g fruto BH) y verde (26
mg/1000 g fruto BH) y en el epicarpio es
mayor en sobremaduro (50 mg/1000 g fruto
BH) seguido del verde (45 mg/1000 g fruto
BH), maduro (55 mg/1000 g fruto BH) y
pintén (25 mg/1000 g fruto BH). Se concluye
que el fruto de arazd, en los estados verde

y maduro, presenta la mayor capacidad
antioxidante, siendo los dcidos fenélicos,
presentes en el mesocarpio y epicarpio, los
principales responsables.

bleaching) found that in the mesocarp was
higher in stages followed by mature (110
mg/1000 g BH fruit), pinton (90 mg/1000

g BH fruit) and green (26 mg/1000 g BH
fruit) while in the epicarp was higher in the
over-mature stage (50 mg/1000 g BH fruit)
followed by greeen states (45 mg/1000 g BH
fruit), mature (55 mg/1000 g BH fruit) and
sobre mature (25 mg/1000 g BH fruit). It
was concluded that the mature and green
stages had the highest antioxidant capacity;
phenolic compounds being present in

the epicarp and mesocarp were the major
contributors.

antioxidante foi determinada por trés métodos
hidrofilicos (ABTS, DPPH y FRAP) e foi
encontrado que no mesocarpo a capacidade
antioxidante é maior no estddio verde seguido
dos estadios maduro, pintado e sobremaduro
enquanto que no epicarpo é maior nos estadios
maduro e verde seguido dos estadios pintado
e sobremaduro. Também se determinou a
capacidade antioxidante por um método
lipofilico (descoloragdo do B-caroteno) e foi
encontrado que no mesocarpo ¢ maior nos
estadios maduro (110 mg/1000 g fruto BH) e
pintado (90 mg/1000 g fruto BH) seguido dos
estadios sobremaduro (75 mg/1000 g fruto
BH) e pintado (26 mg/1000 g fruto BH) e no
epicarpo é maior no estadio sobremaduro (50
mg/1000 g fruto BH) seguido dos estadios
verde (45 mg/1000 g fruto BH), maduro (55
mg/1000 g fruto BH) e pinton (25 mg/1000 g
fruto BH). Finalmente se conclui que o fruto
de aragd-boi nos estadios verde e maduro
apresenta a maior capacidade antioxidante,
sendo os compostos fendlicos os principais
contribuintes.

Palabras clave: Araza, capacidad
antioxidante, ABTS, DPPH, FRAP,
decoloracién del B-caroteno, madurez.

Keywords: Araza, antioxidant capacity,
ABTS, DPPH, FRAP, B-carotene bleaching,
ripening.

Palavras-chave: Aracgd-boi, capacidade
antioxidante, ABTS, DPPH, FRAP,
descoloragdo do p-caroteno, maturagao.

Introduccion

COMO PARTE NORMAL DEL METABOLISMO las células producen com-
puestos con electrones libres conocidos como ‘radicales libres. Estos son
muy reactivos y, cuando no se controlan, pueden causar dafio oxidativo
a las moléculas de la célula (proteinas, acidos nucléicos, entre otros), lo
que origina un impacto negativo sobre el metabolismo celular. El exceso
de radicales libres puede llevar a estrés oxidativo que es responsable de
enfermedades como Alzheimer, cancer, ateroesclerosis, entre otras. Los
compuestos que pueden atrapar los radicales libres, neutralizando su
efecto sobre la célula se conocen como ‘antioxidantes’; son moléculas
capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas evitando
la formacion de un exceso de radicales libres y, por tanto, evitando los
efectos de éstos en la célula.

El estudio de los compuestos con capacidad antioxidante que pro-
vienen de frutas y verduras es de gran interés debido a que son com-
puestos de origen natural y a que no representan riesgos para la salud, ya
que algunos antioxidantes sintéticos pueden presentar efectos secunda-
rios que no son deseables. Medir la capacidad antioxidante de un fruto
permite determinar qué tan util puede ser para la salud humana y los
efectos positivos puede aportar en la prevencion de enfermedades cau-
sadas por el estrés oxidativo (1).

El arazd (Eugenia stipitata Mc Vaugh) es un fruto originario de la
region amazonica occidental, cultivado en paises como Brasil, Perd,
Ecuador, Bolivia y Colombia. La produccién en Colombia se concen-
tra en las regiones calidas y humedas, especialmente en el sur, donde
los principales productores estin en los departamentos de Guaviare,
Caquetd y, en menor proporcion, Putumayo. En la actualidad existen
alrededor de 1200 hectdreas cultivadas con estos frutales amazénicos
y a su explotacion estan vinculadas muchas familias de la region (2, 3).

El fruto de araza se proyecta dia tras dia como un factor productivo
que optimiza el perfil socioeconémico de la region amazdnica occiden-

tal; sus caracteristicas organolépticas lo hacen apetecible y sus compo-
nentes nutricionales prometen un beneficio para la salud de las perso-
nas que lo consuman dentro de su dieta regular (4). Garzon et al. (2012)
encontraron que la pulpa de arazd es una fuente importante de vitamina
C y compuestos fenodlicos; por tanto la fruta puede tener un excelente
potencial antioxidante. Sin embargo, no hay estudios sobre la identidad
quimica de estos compuestos fenélicos en araza (5). El objetivo de este
estudio fue determinar la capacidad antioxidante e identificar los prin-
cipales fenoles del epicarpio y mesocarpio del araza en cuatro etapas de
madurez, con el fin de conocer cudl parte del fruto y en cudl estado de
maduracion se expresa la mayor accion antioxidante y el mejor benefi-
cio de su consumo.

Materiales y métodos

(lasificacion y procesamiento de los frutos

Los frutos fueron obtenidos de algunas centrales de abastos de la ciu-
dad de Bogota D.C. y fueron clasificados en cuatro estados de madurez
(verde, pintén, maduro y sobremaduro), como criterios de seleccion se
utilizaron inicialmente el color y la apariencia de los frutos. Después de
desinfectados con solucién de hipoclorito de sodio (0,01%), se procedio
a la separacion manual del epicarpio y el mesocarpio, en cada uno de
los estados de madurez, para posteriormente someterlos a un proceso
de liofilizacién con el fin de mantener las propiedades de cada estado
estudiado; ello por cuanto el araza, por ser un fruto climatérico, alcanza
rapidamente la madurez fisiologica, dificultando el estudio del fruto sin
ser procesado.

Sobre los liofilizados obtenidos se determind directamente el indice
de madurez en los cuatro estados, midiendo la cantidad de sélidos so-
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lubles totales y la acidez titulable (6, 7). Estas mediciones se realizaron
por triplicado.

A partir de las partes de los frutos liofilizados, se realizaron extrac-
ciones utilizando mezclas de solventes en un equipo Labcomco’; para
ello se pesaron 1000 g de arazd liofilizado en un tubo Falcon y se adi-
cionaron 20,0 mL de una mezcla metanol:agua (50:50), agitando fuerte-
mente en vortex a 50 °C durante 30 min. Posteriormente, se centrifugé a
5000 rpm durante 20 min recogiendo el sobrenadante y almacenandolo
a -5 °C en la oscuridad; sobre el residuo se realizaron dos extracciones
sucesivas adicionando en cada una 10,0 mL de una mezcla acetona:agua
(70:30), agitando en vértex durante 30 min a 50 °C y centrifugando a
5000 rpm durante 20 min. Finalmente, se reunieron los tres sobrena-
dantes obtenidos y se almacenaron a -15 °C en la oscuridad. Para cada
estado de madurez se realizaron tres extracciones, siendo estos extrac-
tos las muestras que se sometieron a andlisis posteriores (8).

Cuantificacion de compuestos fenélicos libres

Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos libres se utilizd el mé-
todo espectrofotométrico (espectrofotometro Genesis V) de Folin-Cio-
calteu. En un tubo Falcon de 15 mL se adicionaron 1500 uL del reactivo
de Folin-Ciocalteu diluido al 10% con agua desionizada y 200 uL de solu-
ciones de compuestos antioxidantes (patrén de 4cido gélico de diferentes
concentraciones y extractos de muestras diluidos 20 veces), incubando a
temperatura ambiente por 5 min. Luego se adicionaron 1500 uL de una
solucién de carbonato de sodio (Na,CO,) al 6% en agua desionizada y se
agitd fuertemente en vortex. La mezcla se dejo en reposo durante 90 min
a temperatura ambiente en la oscuridad y se midi6 la absorbancia a 765
nm. Todas las medidas fueron realizadas por triplicado (9).

Cuantificacion de la capacidad antioxidante total

La capacidad antioxidante del fruto de arazd se determind mediante
los métodos ABTS [2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-acido-6-sul-
foénico)], DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazilo), FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) y decoloracion del p-caroteno (10).

Método ABTS

Se prepard una solucién de ABTS [2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-
dcido-6-sulfénico] 7,0 mM y de persulfato de potasio (K,S,0,) 2,5 mM en
agua desionizada y se dejé en agitacion en 4 °C en la oscuridad durante
16 horas para generar el cation radical ABTS**. Luego la solucién se dilu-
y6 cuidadosamente con metanol hasta obtener una absorbancia de 0,700
a 734 nm siendo esta la solucién de trabajo (ST1). En un tubo Falcon
se adicionaron 2000 pL de ST1 y se incubaron por 5 min a 30 °C; luego
se adicionaron 20 pL de las soluciones de compuestos antioxidantes (ex-
tractos de muestras diluidos 12,5 veces en metanol), agitando en vortex
y se incubaron a 30 °C, tomando medidas de absorbancia a 734 nm cada
5 min durante una hora hasta absorbancia constante. Para la curva de
calibracion se tomaron 2000 uL de ST1, se incubaron por 5 min a 30 °C;
a continuacién se adicionaron 20 uL de solucién de Trolox (6-hidroxi-
2,5,7,8-acido tetrametilcroman-2-carboxilico, que es un analogo hidroso-
luble de la vitamina E) en metanol de diferentes concentraciones, agitan-
do en vértex; se incubaron por 6 min a 30 °C y se midi6 la absorbancia a
734 nm. Todas las medidas se realizaron por triplicado (11).

Método DPPH

Se prepard una soluciéon de DPPH 0,1 mM en metanol y se ajusto la
absorbancia en 1100 a 515 nm usando metanol (ST2). En un tubo Fal-
con se adicionaron 1950 uL de la solucion de trabajo (ST2) y se incubd
por 7 min a temperatura ambiente tomando la medida de absorbancia
inicial a 515 nm. Luego, se adicionaron 50 pL de cada extracto obtenido

(diluido 5 veces en metanol), se mezcld en vértex, se incub6 a tempe-
ratura ambiente y se tomaron medidas de absorbancia a 515 nm cada 5
min durante 2 horas. Para la curva de calibracién se tomaron 1950 uL
de ST2, se incubaron por 7 min y se midi6 la absorbancia inicial a 515
nm; luego se adicionaron 50 pL de la solucién de Trolox en diferentes
concentraciones, se mezcld en vortex y se incubd por 7 min a tempera-
tura ambiente; finalmente se midid la absorbancia a 515 nm. Todas las
medidas se realizaron por triplicado (12).

Método FRAP

Inicialmente se prepar¢ el reactivo de FRAP mezclando 5,0 mL de una
solucion de TPTZ (tripiridil-S-triazina) 10 mM en écido clorhidrico
(HCI) 40 mM con 5,0 mL de cloruro férrico (FeCl,) 20 mM en agua.
Al obtener una coloracion azul de la mezcla se adicionaron 50,0 mL de
buffer acetato 300 mM (pH = 3,6). En un tubo Falcon se adicionaron
2700 pL del reactivo de FRAP y se incubaron a 37 °C por 4 min., luego
se adicionaron 270 pL de agua desionizada y 90 pL de los extractos
diluidos 10 veces en metanol o agua, dependiendo de la curva de ca-
libracién usada. Se realizaron dos curvas de calibracién utilizando en
una Trolox y en otra sulfato de hierro(II) heptahidratado (FeSO,.7H,0).
Se tomaron 2700 pL del reactivo de FRAP y se incubaron por 4 min a
37 °C, luego se adicionaron 270 uL de agua desionizada y 90 uL de las
soluciones de Trolox o de FeSO,.7H,O de diferentes concentraciones; se
mezcl6 en vértex incubando por 4 min a 37 °C y se midid la absorbancia
a 593 nm. Todas las medidas se realizaron por triplicado (13).

Decoloracion del B-caroteno

En este método se mide la capacidad antioxidante lipofilica; por tanto,
es necesario realizar una extraccién diferente a la de los métodos an-
teriores. Para esto se pesaron 0,100 g de araza liofilizado (epicarpio o
mesocarpio) en un tubo Falcon, se agregaron 4,00 mL de acetona y se
agito el tubo en vortex; luego se centrifugd a 5000 rpm por 15 min y se
repitio este proceso tres veces sobre el residuo con 2,00 mL de acetona.
Los sobrenadantes obtenidos se reunieron y se almacenaron a -15 °C
en la oscuridad (1).

En tubos Falcon se agregaron 500 pL de una solucion de p-caroteno
de concentracién 0,4 mg/mL preparada en cloroformo; luego se adicio-
naron 20 puL de acido linoléico, 200 uL de Tween 20 y 200 uL de solucion
patron de Trolox o de las muestras, segtin el caso. Se agitd fuertemente
en vortex y se adicionaron 50 mL de agua saturada con oxigeno; se re-
pitid la agitacién y se sometid el contenido del tubo a ultrasonido por
10 min. Luego se incubd a 50 °C con agitacion constante y cada 10 min
se llevé a ultrasonido por 2 min; se tomaron medidas de absorbancia
a 470 nm, repitiendo este procedimiento durante dos horas. Todas las
medidas se realizaron por triplicado.

Después de obtener las medidas planteadas anteriormente se reali-
z6 una prueba F en ANOVA para comprobar si existia alguna diferencia
significativa entre las medias de cada grupo de datos y, por medio de
una prueba de rangos multiples, se determinaron aquellas medias que
presentaban diferencias estadisticamente significativas unas de otras
con un nivel de confianza del 95%.

Identificacion parcial de los compuestos fendlicos por HPLC

Extraccion

Para este analisis se pesaron 200 mg de muestra (epicarpio o mesocar-
pio, liofilizado) en un tubo plastico conico, se adicionaron 2 mL de una
solucién de metanol acidulado (80:19:1, metanol:agua:HCI), se agit6 a
temperatura ambiente en vortex durante 1 min y luego se sonic6 duran-
te 1 h a 40 °C. Se centrifugd a 6000 rpm por 15 min. El sobrenadante
obtenido se filtr6 a través de membranas PVDF de 13 mm de didmetro
y 0,22 um de tamano de poro y se inyecté en el cromatdgrafo para iden-
tificar y cuantificar los compuestos fendlicos.

Rev. Colomb. Quim. 2013, 42(2), 21-28.
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Tabla1. Gradiente de elucion de fenoles en HPLC de fase reversa.
Tiempo (min) (% )Agua mQ pH 2,5 (%) ACN
0 95 5
4 85 15
7 80 20
20 95 5

Tabla2. Condiciones cromatogréficas de bomba y DAD para el andlisis de fenoles en HPLC

de fase reversa.
Método Flujo T° columna Longitud de
onda (nm)
A, =324
Fenoles 1 mL/min 35°0 ., = 280
=220

Identificacion parcial por HPLC en fase reversa-arreglo de diodos
El método para el andlisis cromatografico de compuestos fendlicos se
desarroll6 en un cromatégrafo liquido Agilent Technologies™ 1260 con
bomba cuaternaria de presion maxima de 600 bares, inyector automa-
tico estandar 1260 Infinity” para viales de 2 ml y volumen de inyeccién
de 5 pL. La separacion de fenoles se obtuvo en una columna Agilent
Zorbax AAA (150 x 4,6 mm, 5um) en compartimiento termostatizado
1260 Infinity" y detector de arreglo de diodos (DAD) 1260 Infinity". El
gradiente empleado se describe en la Tabla 1. Las demads condiciones
cromatogréficas se observan en la Tabla 2. Tanto el método de extrac-
ci6n, como el de andlisis de fenoles por HPLC, se pusieron a punto para
este trabajo.

La identificacion y cuantificacion de los compuestos fenolicos se
realiz6 usando patrones de acidos caféico, clorogénico y galico median-
te comparacion del tiempo de retencion de los patrones y las longitudes
de onda de méxima absorcién (A, A, y A,) de los espectros UV-VIS. La
cuantificacion se obtuvo mediante interpolacion en curvas de calibra-
cion realizadas con los patrones (10-100 mg/ml).

Analisis de datos

Se empled el promedio como medida de centralizacion. Para evaluar
las diferencias especificas entre los valores de cada uno los pardmetros
evaluados se us6 la prueba de diferencias minimas significativas de Fis-
her (LSD) con un nivel de significancia de a = 0,05. Graficamente, letras
diferentes indican diferencias significativas en los valores de las medidas
realizadas.

Resultados y discusion

Clasificacion y procesamiento de los frutos

El indice de madurez es un pardmetro fisicoquimico de gran impor-
tancia para la correcta clasificacion de los frutos en diferentes estados
de maduracién. Por tanto, se midié este parametro sobre los frutos lio-
filizados utilizando un refractometro para determinar la cantidad de
solidos solubles totales expresados como °Brix y una titulacion acido-
base con hidroxido sodio 0,1 M para establecer la acidez titulable (que
se reporta como porcentaje de acido malico por cada 100 g de fruto)
(Tabla 3).

La clasificacién hecha inicialmente con base en el color y apariencia
concuerda con los valores obtenidos para el indice de madurez, puesto
que se observan diferencias entre los valores obtenidos para los dife-
rentes estados, valores que van aumentando durante el proceso de ma-
duracién. Este fendmeno no ha sido reportado en la literatura hasta el
momento, siendo mds altos que los de otras frutas tropicales como la
guayaba (8) y la uva (9).

Cuantificacion de compuestos fendlicos libres

La cuantificacion de fenoles totales se determind en los extractos obte-
nidos de epicarpio y mesocarpio de araza liofilizado utilizando el mé-
todo de Folin-Ciocalteu. En la Figura 1 se observa que el contenido de
fenoles es mayor en el estado verde, tanto en epicarpio como en meso-
carpio, seguido por el estado maduro, el estado pintdn y, finalmente, el
sobremaduro. Al aplicar la prueba estadistica de rango multiple entre
muestras se encontrd que en el mesocarpio del araza los valores obte-
nidos para los estados pintén y maduro son estadisticamente iguales,
indicando que el contenido de fenoles libres es igual en ambos estados a
pesar de la diferencia en la madurez del fruto.

Verde Pinton Maduro Sobremaduro
=
g B cpicarpio
=
L E Mesocarpio
[
£z
v o
s 8
=1
2 S
S
2 \
£ N N
s 1
Estado de madurez

Figura 1. Cuantificacién de compuestos fendlicos por el método de Folin-Ciocalteu en el

fruto de araza.
Tabla3. Indice de madurez del fruto de . . - .o
araza liofilizado en diferentes Estado de madurez Ac1d’ez tlt}ll‘able Solidos s?lubles Ind‘lce dermadl’u‘.ez

estados de maduracin. (% 4c. malico) (°Brix) (°Brix / % ac. malico)

Verde 6,82 + 0,30 5,0+0,1 0,73 + 0,03

Pintén 5,55+0,11 6,5+0,1 1,17 £ 0,01

Maduro 4,64 + 0,18 7,0 £ 0,2 1,51 £ 0,10

Sobremaduro 4,52 + 0,06 7,5+0,1 1,66 + 0,05
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Figura 2. Medida de la actividad antioxidante por el método ABTS en el fruto de araza.

Cuantificacion de la capacidad antioxidante total

Los distintos métodos utilizados para medir la capacidad antioxidante
se deben a la alta capacidad que tienen los polifenoles como antioxi-
dantes, pues cada método de medida es sensible a las distintas caracte-
risticas redox del compuesto polifendlico. Los métodos ABTS y DPPH
actan sobre polifenoles donores de atomos de hidrégeno a radicales
oxidantes, estabilizandolos y disminuyendo asi su poder oxidante; el
método FRAP actda sobre los polifenoles capaces de donar electro-
nes reduciendo intermediarios oxidados, mientras que el método de
decoloracién del B-caroteno actia deslocalizando y estabilizando los
electrones recibidos de un radical libre. Por tanto, para determinar la
capacidad antioxidante total de un fruto, debe medirse la actividad an-
tioxidante mediante cada uno de estos métodos para poder determinar,
tanto el efecto de neutralizacion de radicales libres, como su capacidad
de reduccion (14).

El primer método aplicado a los cuatro extractos obtenidos del fru-
to de araza fue el método ABTS, que permite medir la capacidad de los
polifenoles, o moléculas con capacidad antioxidante, de captar radicales
libres y que se sigue espectrofotométricamente a una longitud de onda de
734 nm. Los valores de actividad antioxidante obtenidos por este método,
utilizando el Trolox como patrdn, se observan en la Figura 2 y muestran
que en el epicarpio del fruto de arazé la capacidad antioxidante medida es
mayor (y estadisticamente igual) en los estados verde y maduro, mientras
que en el mesocarpio, la mayor capacidad antioxidante se presenta en el
estado verde, seguida de los estados pintén y maduro que no presentan
diferencias significativas entre si; y, finalmente, el estado sobremaduro.
Segun estos datos la capacidad de captar radicales libres es mayor en el
estado verde del fruto, lo que esta relacionado con el mayor contenido de
fenoles. El segundo método utilizado fue el DPPH (2,2-difenil-2-picrilhi-

Figura 3. Medida de la actividad antioxidante por el método DPPH en el fruto de araza.

drazilo). Aligual que el método ABTS, este método mide la capacidad de
captar radicales libres por parte de los polifenoles y demads especies con
capacidad antioxidante, siguiendo las reacciones por espectrofotometria a
una longitud de onda de 515 nm. Al observar los datos obtenidos (Figura
3), la capacidad antioxidante en el epicarpio del araza es mayor en el esta-
do maduro seguida de los estados verde, pintén y sobremaduro mientras
que, en el mesocarpio el mayor valor se da en el estado verde, observando
ademas que los estados pintén y maduro no presentan diferencias signifi-
cativas entre si y que el estado sobremaduro presenta la menor capacidad
de captar radicales libres. Al comparar los métodos ABTS y DPPH hay
concordancia en la medida de capacidad antioxidante en el mesocarpio
del fruto de araza y una ligera diferencia entre los valores obtenidos sobre
el epicarpio en el estado maduro.

Los resultados obtenidos con los métodos ABTS y DPPH muestran
que en todas las medidas el método DPPH arroj6 resultados menores,
lo que indica que los ensayos realizados con este método son menos
especificos y selectivos, como se reporta en la literatura (9).

A diferencia de los métodos anteriores, el método FRAP mide la
capacidad de reducciéon de un antioxidante mediante transferencia
de un electrdn (es decir, el paso de Fe’* a Fe?* en el complejo ([Fe(III)
(TPTZ),]*"), siguiendo el proceso por espectrofotometria a una longitud
de onda de 593 nm. Para el método FRAP se utilizaron dos compuestos
como patrones, Trolox (al igual que en los métodos anteriores) y sulfato
de hierro(II) (FeSO,). Utilizando Trolox como patrén se obtuvieron los
resultados que se muestran en la Figura 4, en la que se observa que la
capacidad antioxidante en el epicarpio del araz4 es mayor en los estados
verde y maduro, seguida por la capacidad de los estados pint6n y sobre-
maduro; en el mesocarpio, la mayor capacidad de reduccion se presenta
en el estado verde, seguida por los estados pintén y maduro (que no pre-
sentan diferencias estadisticamente significativas entre si) y, finalmente,
el estado sobremaduro.
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Figura 4. Medida de la actividad antioxidante por el método FRAP en el fruto de araza
usando Trolox como patrdn.

Figura 5. Medida de la capacidad antioxidante por el método FRAP en el fruto de araza
usando FeSO, como patrén.
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Tabla4. Coeficientes de correlacién lineal entre el contenido de fenoles y la actividad
antioxidante hidrofilica en el fruto de araza.

Tabla5. Ecuaciones de las curvas de calibracién empleadas para la cuantificacion
cromatogréfica de los compuestos fendlicos presentes en el fruto de arazd.

Método Epicarpio Mesocarpio
ABTS 0,946 0,990
DPPH 0,888 0,985

FRAP (Trolox) 0,993 0,998
FRAP (FeSO,) 0,983 0,998

fado Tt cabrcion K
Galico 220nm Y=29,30X + 0,44 0,99
Clorogénico 320nm Y=14,31X - 0,16 0,99
Caféico 320nm Y=18,60X + 0,91 0,99

Al realizar la medida de la capacidad antioxidante por el méto-
do FRAP en los cuatro estados de maduracién utilizando como patron
FeSO, (Figura 5) se observa que la mayor capacidad antioxidante en el
epicarpio del araza se presenta en el estado verde, seguida de los estados
maduro, pintén y siendo el menor el sobremaduro, mientras que en el
mesocarpio la capacidad antioxidante es mayor en el estado verde, segui-
da de los estados pintén y maduro (que son estadisticamente iguales) y
menor en el estado sobremaduro. Las diferencias en el método FRAP al
utilizar patrones diferentes se deben a la diferencia de los mecanismos de
reaccion que tiene el reactivo de FRAP con el Trolox y el FeSO,.

La capacidad antioxidante hidrofilica determinada por los métodos
anteriores se debe a compuestos como polifenoles, vitaminas hidro-
solubles como el 4cido ascdrbico, y otros compuestos. Al relacionar el
contenido de fenoles del arazd en sus cuatro estados de madurez con
la medida de capacidad antioxidante se observa una correlacion lineal
con coeficientes de correlacién cercanos a 1,00 (Tabla 4). Este compor-
tamiento permite atribuir la capacidad antioxidante hidrofilica a los
compuestos polifendlicos presentes en el araza, los cuales no han sido
reportados en la literatura previamente.

El ultimo método que se aplicd para realizar la comparacion de la
capacidad antioxidante fue el de decoloracién del B-caroteno. En éste, se
promueve la peroxidacion térmica del dcido linoléico en presencia de O,
para formar el radical peroxilo; este radical puede ser neutralizado por
el B-caroteno ocasionando la ruptura de su conjugaciéon manifestandose
en el proceso de decoloracion que puede ser medido espectrofotomé-
tricamente a una longitud de onda de 470 nm. Entre mds capacidad
antioxidante tenga el compuesto evaluado, menor serd la decoloracién
del B-caroteno. Para este método se realizé una nueva extraccion utili-
zando acetona en las partes comestibles del fruto en los cuatro estados
de madurez. En la Figura 6 se reportan los valores obtenidos para dicha
actividad; en el caso del mesocarpio del araza el estado sobremaduro,
al igual que el estado verde, presentan la mayor capacidad antioxidante
lipofilica, seguida de los estados maduro y pintén; en el epicarpio se ob-
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Figura 6. Medida de la actividad antioxidante por el método de decoloracién del
B-caroteno en el araza.

serva que el estado maduro presenta la mayor capacidad antioxidante,
seguida de los estados pintdn, sobremaduro y verde.

Si bien no es tan marcada la diferencia en la capacidad antioxidante
hidrofilica en los estados verde y maduro, esta capacidad disminuye con
el estado de madurez, ya que los fenoles (que son los principales contribu-
yentes a esta capacidad) se oxidan de acuerdo al proceso respiratorio del
fruto durante la maduracion.

Los valores obtenidos por el método de decoloracién del 3-caroteno
son diferentes a los encontrados por los métodos ABTS, DPPH y FRAP,
ya que estos ultimos miden la actividad antioxidante de los componentes
hidrofilicos del fruto (como fenoles o algunas vitaminas), mientras que
el primero cuantifica la actividad antioxidante de compuestos lipofilicos
como los carotenoides (5).

Cuantificacion e identificacion de los compuestos fenélicos

La identificacién preliminar de los compuestos fenolicos, presentes en
la mesocarpio y el epicarpio del fruto de araza en diferentes estados de
maduracion fue realizada mediante la técnica de cromatografia liquida
de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD).

Para confirmar la identidad de los compuestos, se realizo el anali-
sis comparativo espectral UV-VIS con los compuestos patrones de cada
uno de los picos, en la cual los picos de las muestras presentan los mis-
mos maximos de absorcion, asi como la misma forma del espectro que
los patrones correspondientes, lo que permite confirmar la identidad de
los picos de 4cido galico, caféico y clorogénico, cuyos tiempos de reten-
cion fueron idénticos a los de los compuestos identificados.

Una vez identificados los 4cidos fenolicos presentes en el mesocar-
pio y epicarpio de araza, estos se cuantificaron mediante interpolacion
en curvas de calibracion realizadas con los patrones. Los datos de las
curvas para cada dcido fenélico se observan en la Tabla 5.

En la Figura 7 se observa que el dcido clorogénico en el epicarpio lo-
gra un valor maximo en el estado pinton, pero luego empieza decrecer;
por el contrario, en el mesocarpio este dcido aumenta su concentraciéon
conforme avanza la maduracion del fruto.

La concentracion del dcido caféico disminuye durante la etapa de
senescencia, mientras que la concentracion del acido galico tuvo una
tendencia a aumentar durante la maduracion, tanto en el epicarpio
como en el mesocarpio. También se puede observar que el 4cido clo-
rogénico es el compuesto fenélico que presenta mayor concentracion,
cerca de 500 ug/g en el estado pintén y 500 pg/g en el estado maduro en
el epicarpio y aproximadamente 115 pg/g en el estado sobremaduro y 75
ug/g en el estado maduro en el mesocarpio; asi, este compuesto podria
presentar la mayor contribucion a la capacidad antioxidante en el fruto
de araza, seguido por el acido galico. Cabe resaltar que el acido cloro-
génico es el compuesto fenodlico mas abundante en plantas y también el
antioxidante mds activo de este grupo de compuestos (5).

Se ha determinado la capacidad antioxidante de las pulpas de los fru-
tos tropicales de (mora, uva, agai, guayaba, fresa, acerola, piiia, mango,
graviola, cupuagu y maracuya) aplicando el método ABTS con medidas
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Figura 7. Cuantificacién de los dcidos fendlicos por HPLC-DAD extraidos del araza en diferentes estados de maduracion. (a) epicarpio; (b) mesocarpio. V: verde; P: pinton; M: maduro;

SM: sobremaduro.

a dos tiempos (1 'y 7 minutos), DPPH (30 y 60 minutos) y DMPD (10 mi-
nutos). Los valores TEAC (capacidad antioxidante equivalente al Trolox)
obtenidos de las pulpas, oscilan entre minimos y maximos de 2,0 y 67,2
umol/g aplicando el ensayo ABTS, 1,02 y 67,0 umol/g aplicando DPPH.
La capacidad antioxidante obtenida por los métodos ABTS y DPPH se
encuentra correlacionada con el contenido de compuestos fenélicos y
antocianos, lo que demuestra que el arazd posee una mayor capacidad
antioxidante en el epicarpio comparado con las demas frutas (15).

Conclusiones

El arazd presenta una mayor actividad antioxidante en el estado verde,
la cual disminuye conforme avanza el grado de madurez, especialmente
en el epicarpio. Su capacidad antioxidante es principalmente de tipo hi-
drofilico y se debe principalmente a los compuestos acidos fenolicos, en
especial, al acido clorogénico.
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