UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

Determinaciéon de las propiedades antioxidantes de los jugos
de fruta producidos industrialmente disponibles para su
consumo en el area metropolitana de la Ciudad de Guatemala

Brenda Paola Bolafios Porras

Quimica Bioldgica

Guatemala, noviembre de 2003






V.

VI.

VII.
VIIL.
IX.

XI.
XII.

INDICE

Resumen
Introduccién
Antecedentes
A. Radicales Libres
1. Generalidades
2. Relacién con enfermedades crénico degenerativas
B. Antioxidantes
1. Generalidades
2. Antioxidantes nutrientes
3. Antioxidantes no nutrientes
C. Alimentos que contienen antioxidantes
D. Jugos de fruta y su importancia como fuente
de antioxidantes
1. Clasificacion de bebidas de frutas
2. Procesos de elaboracion
E. Métodos para la determinacion de propiedades
Antioxidantes
1. Determinacion de la actividad
antioxidante total
2. Determinacion de fenoles totales
por el método de Folin
3. Determinacion de vitamina C por

cromatografia de alta resolucion

Justificacion

Objetivos

Materiales y Métodos

A Universo y muestra

B. Recursos

C. Procedimientos

D. Disefio de la investigacion
Resultados

Discusién de Resultados
Conclusiones
Recomendaciones
Referencias

ANexos

16

18
18
19

22

21

24

25

26
27
28
28
29
31
36
41
46
50
51
52
56






UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

Determinacion de las propiedades antioxidantes de los jugos de fruta producidos
industrialmente disponibles para su consumo en el area metropolitana de la Ciudad de
Guatemala

Informe Final

Presentado por

Brenda Paola Bolafios Porras

Estudiante de la Carrera de

Quimica Biologica

Guatemala, noviembre de 2003



ACTO QUE DEDICO

A Dios sobre todas las cosas por darme la sabiduria para culminar €sta meta

A mis padres Mario y Norma por haberme brindado todo su amor y apoyo

A mis hermanos Mario, Any, Kenneth y Ester

A mis sobrinos Andrés y Andrea Maria

A mi cunada Lucia Andrea

A mis Abuelos Martita, Delia y Paco

A Renato por su amor

A mis tios en especial a Ivan, Lucky, Misha, Lisi, Geovany, Fernando y Luis

A mis amigos Paola, Ingrid, Analucia y Rolando

AGRADECIMIENTOS



A Dios

A mis padres

A mi pais

A la Universidad de San Carlos de Guatemala

Al Departamento de Bioquimica

A mis asesores Doctor Rubén Velasquez y Licenciada Julieta de Ariza

A Licda. Kenia Caballeros

A mis compaieros de promocion



. RESUMEN

El presente trabajo se llevd a cabo con el propdsito de determinar las propiedades
antioxidantes de los jugos de frutas que se producen industrialmente para su consumo en el area
metropolitana de la ciudad de Guatemala, para ello se obtuvieron muestras de seis diferentes
lugares, representativos de tres niveles socioeconomicos de acuerdo a la capacidad de consumo

aparente.

Se determiné las propiedades antioxidantes mediante la determinacion de tres pardmetros:
capacidad antioxidante total, fenoles totales y vitamina C. Para la determinacion de la capacidad
antioxidante total se utilizdo el método de difenilpicrilhidrazilo (DPPH) el cual es un método
espectrofotométrico. Para la determinacion de fenoles totales se utilizo el método de Folin
Ciocalteu en el cual mide la intensidad del color producido cuando este reactivo reacciona con
compuestos fendlicos. En el caso de la vitamina C se determind por medio de cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), la cual es una técnica de separacion de dos fases por medio

de una solida estacionaria y una liquida movil.

En el estudio se incluyeron 28 jugos de fruta producidos a partir de concentrados o frutas
(jugos naturales), empacados industrialmente en envases so6lidos, los cuales fueron colectados

aleatoriamente de seis lugares de muestreo, durante los meses de septiembre y octubre del 2002.

Dentro de las muestras analizadas se incluyeron jugos de distintos sabores: 14 de naranja, 4
de uva, 4 de manzana, 4 de toronja y 2 de pifia. Todos los jugos estudiados presentaron actividad
antioxidante, las que variaron en un amplio rango. EI jugo que mayor actividad antioxidante
presentd fue el de naranja natural con un ICsy de12 pl (volumen de jugo necesario para disminuir
el 50% de DPPH), un contenido de fenoles totales de 1128 ng de Eq de Ac. galico / ml y 922
mg/L de vitamina C. EI jugo que menor actividad antioxidante tuvo fue el jugo de manzana
natural ya que se estimé un ICsy >de 2,000 ul, 106 ug Eq de Ac. galico / ml y 9 mg/L de
vitamina C. Los resultados se presentan agrupando los datos de acuerdo a los cinco sabores

estudiados y de acuerdo a la presencia o ausencia de aditivos.



Estos resultados demuestran que el consumo de jugos de fruta producidos industrialmente,
especialmente el jugo de naranja, representa una alternativa para la ingesta de sustancias
antioxidantes en la dieta de la poblacion, presentando la ventaja de estar disponibles

permanentemente, mientras que algunas frutas s6lo estan disponibles en ciertas épocas del afio.



1. INTRODUCCION

El cuerpo humano genera radicales libres, los cuales son moléculas que contienen uno o
mas electrones no apareados, por lo que se consideran moléculas muy reactivas. Los radicales
libres se forman por a una serie de reacciones, las cuales pueden ser inducidas por estrés,

contaminacion, mala alimentacidn, tabaco, farmacos y drogas, entre otros (1).

Los antioxidantes neutralizan y previenen la oxidacion de los radicales libres que se
producen en la mayor parte de las células corporales como subproducto del metabolismo, creando
un equilibrio para evitar que los mismos causen dafo y destruccion celular (2). Los antioxidantes
naturales enddgenos son aquellos que se producen en el organismo y llevan a cabo un sin fin de
reacciones bioquimicas. También se pueden obtener antioxidantes exogenos en la dieta. El
consumo constante de sustancias antioxidantes ha sido relacionado con la disminucion del riesgo

a sufrir enfermedades degenerativas (3-4).

Entre los alimentos que poseen mayor cantidad de antioxidantes se encuentran las frutas y
hortalizas. Actualmente existe una variedad de bebidas derivados de estos alimentos como: jugos
naturales, jugos procesados y néctares, entre otros; estos productos han llegado a ser una
alternativa al consumo de frutas y vegetales frescos, debido a que estos tltimos dependen de la
época para su cosecha, por lo que no se encuentran disponibles con regularidad en los diferentes
meses del afio; o por la sencilla razon que se consumen mayormente por su sabor y su

presentacion.

Debido a todo lo anterior nacid el interés de determinar cuanta actividad antioxidante
proporcionan los jugos de frutas producidos industrialmente y que se encuentran disponibles
para su consumo en el area metropolitana de la ciudad capital, cuantificando la actividad
antioxidante total por el método de DPPH, la cantidad de fenoles totales por el método de Folin-

Ciocalteu y la cantidad de vitamina C por HPLC.



I111. ANTECEDENTES

A RADICALES LIBRES

1. Generalidades

Son moléculas inestables y altamente reactivas que contienen uno o mas electrones

desapareados en sus orbitales externos, lo que los hace altamente energéticos y reactivos (2)

Los radicales libres pueden originarse en el exterior del cuerpo aunque también se
forman como consecuencia del metabolismo natural del organismo humano (2). Ellos pueden
ganar o entregar electrones con mayor facilidad y velocidad que los sistemas de 6xido-reduccion
normales de los tejidos bioldgicos.

Los radicales que son generados por el cuerpo pueden ser:
e Hidroxilo OH
e Superoxido Oy
e Oxido nitroso NO
Otros radicales que han sido identificables incluyen:
e Atomo de hidrogeno H"
e Triclorometilo CClLs

e Oxidos de nitrégeno NO°, NO,

Los radicales libres desestabilizan a otras moléculas hasta que se oxidan y regresan a su
estado mds estable, pueden iniciar reacciones en cadena que provocan daio a macromoléculas
y células (2). En el cuerpo humano la oxidacién es un proceso metabdlico que provee energia
para el funcionamiento vital de las células. Este metabolismo normal conlleva a la

desafortunada produccion de radicales libres derivados del oxigeno (5).



Las especies reactivas de oxigeno (SOR) incluyen no solo radicales cuyo electron
desapareado esta centrado en el oxigeno sino también derivados de oxigeno no radicales como
peroxido de hidrogeno, oxigenos simples y acido hipocloroso. Estas especies han sido asociadas

a varios tipos de dafio celular y enfermedades degenerativas (6).

La molécula de oxigeno puede ser calificada de birradical y mediante un impulso
energético se originan dos formas denominadas oxigeno singulete, ain mas reactivas que el
propio oxigeno. Ademas, cuando un electron reduce la molécula de oxigeno se produce el 16n
radical superoxido (O,). Esta especie quimica es muy reactiva y reacciona consigo mismo para
producir peroxido de hidrogeno (H,O, ) y oxigeno molecular mediante una reaccion de
dismutacion (ver tabla No.l). La forma protonada del radical superéxido es el radical
perhidroxilo (HO; ). El peréxido de hidrégeno, aunque no es un radical libre, es peligroso para
las células porque es un potente oxidante que atraviesa facilmente las membranas biologicas y

porque a partir de €1, se puede originar el radical hidroxilo (-HO) (6).

Tabla No. 1 Principales reacciones en las que estan implicadas especies reactivas

METABOLISMO DEL OXIGENO
02 +4e- 5 H20 + H20
02+ 3e- 5 OH + -OH (hidroxilo)
02 + 2e- 5 H2 O2 (peroxido H)
02 + le- 5 02- (superdxido)

donde e- = electron (6)



Las SOR se estan produciendo continuamente en los sistemas biologicos. Muchos de ellos
son productos intermediarios en diferentes reacciones enzimaticas, muy beneficiosas para el

organismo, como la NADPH oxidasa y la mieloperoxidasa que estan implicadas en la destruccion

fagocitica de bacterias mediante la produccion de O, HO- y oxigeno singulete. Sin embargo, de

manera general, cuando hay una hiperproduccion de estos radicales libres, o bien cuando los

sistemas de defensa antioxidante estan deteriorados, las SOR provocan graves dafios celulares

(6).

Los principales sistemas bioldgicos capaces de producir SOR son: la autooxidacion de
pequenas moléculas tales como iones divalentes, tioles, quinonas, catecolaminas y flavinas, la
oxidacion de la hemoglobina y de la mioglobina, la actividad de varias enzimas, los peroxisomas,
el transporte electronico mitocondrial y el transporte electronico microsomal. Entre las fuentes
exdgenas de SOR se encuentran diversos pesticidas, el humo del tabaco, antimicrobianos,

farmacos anticancerigenos y otros medicamentos (6).

Los compuestos asi formados pueden interferir las reacciones de macromoléculas vitales
(ADN, fosfolipidos, proteinas) entregando o captando electrones, con lo que dafan los tejidos. A

este proceso se lo ha denominado “estrés oxidativo” (7).

La peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion es una reaccion autocatalitica donde las
especies reactivas del oxigeno o radicales libres sustraen atomos de hidrogeno a las moléculas de
acidos grasos poliinsaturados (8). La reaccion termina cuando dos moléculas de perdxidos
colisionan entre si o cuando reaccionan con algin antioxidante disponible, como se muestra en la

siguiente reaccion:
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| |
—C—H + HO — —C— + H,0
| |

donde: —C—H Acido graso poliinsaturado y —C—" radical de 4cido graso.

La fase siguiente, de propagacion, comprende una etapa en la que el R se combina con el

oxigeno formando un lipoperdxido (ROO")

Este peroxido puede retirar un nuevo hidrégeno de otro carbono molecular. De esta
manera, persiste el proceso autocatalitico que convierte el carbono del 4cido graso de los

fosfolipidos de membrana en hidroperédxidos.

—C—0—0 + —C—H =—> —C—OH + —C—

La lipoperoxidacion sigue propagdndose de esta manera y llega a su termino cuando dos

ROOH reaccionan entre si dando un tetréxido o cuando son neutralizados por los antioxidantes

(8).

Los lipidos peroxidados son compuestos mas polares y dificilmente estables en el interior
hidrofébico de la membrana. Por ello, la peroxidacion de los lipidos disminuye la fluidez de la
membrana, aumenta la permeabilidad inespecifica a los iones e inactiva las enzimas ligadas a la
membrana. Como resultado final de la pérdida de la estructura en bicapa de la membrana y del

aumento de la permeabilidad, se puede producir la lisis de la célula (9).
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El dafio al ADN causado por los radicales libres podria provocar cancer; el dafio a las
proteinas puede provocar cataratas, cancer y otras alteraciones menos definidas; la peroxidacion

lipidica de las membranas endoteliales puede determinar inflamacion y ateroesclerosis (7).

Se han desarrollado exitosas reacciones de neutralizacién de las SOR, conjuntamente con
los mecanismos de defensa natural y la accidén de cofactores orgdnicos naturales, los cuales son

introducidos al organismo por medio de la dieta especialmente frutas y verduras 10).

2. Relacién con Enfermedades Crénico Degenerativas

El término cronico degenerativas significa que estas enfermedades van avanzando
progresivamente hasta que terminan con la vida de la persona sin que exista algin mecanismo
para detenerlas. Las enfermedades cronico degenerativas mas comunes son las enfermedades
cardiovasculares, el cancer, diabetes, la artritis y el Alzheimer. En paises desarrollados tres de
ellas son la causa del 70% de todos los fallecimientos, en este orden: los infartos, el cancer y la
diabetes con sus complicaciones. Actualmente se considera que estas enfermedades estdn
relacionadas con la nutricion y los estilos de vida (consumo de alcohol, tabaco, actividad fisica,
contaminacion etc.) (11). No hay datos similares para Guatemala, pero se puede inferir que la

tendencia a padecer este tipo de enfermedades es muy similar.

La prevencion es un factor muy importante para combatir estos padecimientos.
Actualmente se han estudiado sustancias llamadas antioxidantes que previenen y mantienen la
salud corporal. La funcion protectora de los antioxidantes ha sido descubierta recientemente y
existen varias sustancias a las cuales se les atribuye este poder antioxidante. Las mas comunes y
estudiadas son las vitaminas A, Cy E, los flavonoides y minerales como el cobre, el selenio y el
zinc (11).

Los antioxidantes juegan un papel muy importante en enfermedades relacionadas con la
edad. Datos epidemiologicos demuestran que el alto consumo de frutas y vegetales previene el
padecimiento de enfermedades degenerativas como el cancer, cataratas, Alzheimer, artritis

reumatoide, arterosclerosis y diabetes, entre otras (4-5, 12).



12

1. Enfermedades Cardiovasculares

La oxidacion de los lipidos presentes en las proteinas de baja densidad y de muy baja
densidad (LDL y VLDL, por sus siglas en inglés respectivamente), producen aterosclerosis
acelerada y una tendencia a padecer trombos en las arterias, con el resultado de infarto o embolia
cerebral. La lesion del endotelio arterial es el punto de partida para la formacion de la placa de
ateroma, esta lesion es causada por los hidroperdxidos lipidicos derivados de la oxidacion de los
acidos grasos insaturados por los radicales libres. Una vez producida la lesion, se produce la
agregacion de las plaquetas en la zona dafiada. La vitamina E y la C inhiben la lesion provocada

por los hidroperéxidos lipidicos y también podria inhibir la agregacion plaquetaria (13).

1. Cancer

Los radicales libres pueden provocar en las células un proceso de crecimiento maligno.
Las propias células tumorales producen radicales libres, pero ademas se ven afectadas por ellos
en su ADN. Una hipdteis que describe el mecanismo de accion de los radicales libres en el
aparecimiento del cancer plantea que el inicio del cancer puede ser causado por el dafio que
ocasionan los radicales libres (oxigeno singulete) al material genético de las células (ADN y
ARN). Por eso, algunos antioxidantes como la vitamina C, -carotenos y vitamina E protegen
contra la formacién de ciertos tipos de tumores, evitando la degradacion oxidativa del material

genético (14).

En paises industrializados el cancer ocupa el segundo lugar de mortalidad de la poblacion.

Se ha estimado que el 35% de la incidencia de cancer esté relacionado con la dieta (14).

Un estudio realizado en relacion con el papel de los antioxidantes en el tratamiento del
cancer, se reportd que las megadosis de estos nutrientes mejoran el bienestar y la calidad de vida
de los pacientes cancerosos y pueden mejorar la sobrevida (15). Otro estudio demostré que el
consumo de alimentos que contienen antioxidantes, entre ellos las guindas y las zarzamoras,

mejoran la circulacion y previenen el cancer (16).

1. Diabetes tipo 2:
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También conocida como Diabetes mellitus no insulino dependiente (NIDDM, por sus
siglas en inglés) es una enfermedad metabolica caracterizada por una ligera a severa
descompensacion en la homeostasis de la glucosa. Los dos factores determinantes en el
desarrollo para padecer NIDDM son la obesidad y la inactividad fisica. La hiperglicemia
aumenta el estrés oxidativo, mas alla de la capacidad protectora de las defensas antioxidantes por

la autooxidacion de la glucosa (17).

El cuerpo humano posee un mecanismo de defensa que en un individuo sano mantiene
controlada la concentracion de SOR. Por ello es necesario adecuar la dieta aumentando el
consumo de antioxidantes exdgenos y asi compensar la disminucidn de los niveles antioxidantes
en el plasma de los NIDDM. En el afio 2001 investigadores demostraron que existen ciertos
antioxidantes que benefician particularmente a los diabéticos entre ellos se encuentran la
vitamina E (a-tocoferol) y el acido lipoico, ya que la vitamina E es una vitamina liposoluble que

actua a nivel de las membranas celulares inhibiendo la peroxidacion lipidica. (17).

B. ANTIOXIDANTES
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1. Generalidades

Un antioxidante es una sustancia que retrasa o inhibe las reacciones oxidativas. Los
antioxidantes pueden actuar en diferentes etapas de una secuencia oxidativa; asi también pueden

actuar en sitios especificos o puede actuar en diferentes lugares (3).

El sistema de defensa antioxidante del cuerpo humano consiste en antioxidantes
endogenos y exdgenos. Los antioxidantes enddgenos son: enzima superoxido dismutasa (SOD),
enzima glutation peroxidasa (GPx), catalasas. glutation reductasa y glutation S transferasa y los

exdgenos son: vitaminas, provitaminas, flavonoides y minerales (14).

Estos trabajan conjuntamente a nivel molecular para proteger las membranas celulares,
lipoproteinas y ADN del dafio causado por los efectos de los radicales libres. Los antioxidantes

exdgenos incluyen nutrientes y no-nutrientes que entran al cuerpo por medio de la dieta (4).

Los antioxidantes nutrientes se pueden dividir en tres grandes grupos:

e Vitaminas y provitaminas, por ejemplo: vitamina C (dcido ascorbico), vitamina E (a-
tocoferol) y -caroteno.

e Vitaminas que son coenzimas de enzimas regeneradoras de antioxidantes, por ejemplo:
vitamina Bi, B,, Be, B12 y niacina.

e Minerales que son componentes estructurales de enzimas, por ejemplo: cobre, zinc y

selenio (4).

Dentro de los principales antioxidantes no-nutritivos provenientes de la dieta se pueden

mencionar polifenoles e indoles (4).

2. Antioxidantes nutrientes
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1. Vitamina C

La vitamina C corresponde al grupo de las vitaminas hidrosolubles (ver figura No.1
(a) ). No se almacena en el cuerpo por un largo periodo de tiempo y se elimina en pequeiias
cantidades a través de la orina. Por este motivo, es importante su ingesta diaria, ya que es mas

facil que se agoten sus reservas que las de otras vitaminas (18).

Sus funciones son diversas como antioxidante, pero todavia no se sabe si actia como
coenzima o como cofactor. Al tener gran capacidad de captar y liberar hidrégeno (oxido-
reduccion), su papel en el metabolismo es de gran importancia (figura No. 1, b-d). Es importante
su funcion como reductora del Fe™ a Fe™ lo que asegura una mayor absorcion de hierro a nivel

del intestino (18).
Se ha demostrado el papel protector de la vitamina C en los procesos de oxidacion de las
lipoproteinas plasmaticas. Ademas, el acido ascorbico previene la disfuncion endotelial en los

seres humanos, probablemente porque refuerza la formacion o la accion del 6xido nitrico (6).

Figura No.1 Estructura quimica vitamina C

?Hzon r:lzuymu LI:H:«DH-| CH,OH
HOGH 6 o -e-w+ HOCH 0. .0 s MO 45 0o +H20 HD?-I ¥}
_— . _ ———= HOCH
H H - H
+e°[+H* haxd,
0 OH (o} (o] 0 O 8] O
Ascorbato Radical Dehidroascorbato 23—
Ascorbil Dicetogulonato
(@) (b) (©) (d)

La vitamina C se encuentra presente en frutas, vegetales y jugos sobre todo los citricos

(14).
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Estudios realizados en el 2001, demuestran que la vitamina C puede reducir el dafo
oxidativo in vivo al consumirse de 60 a 75 mg en mujeres y 90 mg en hombres adultos (19).
En el mismo articulo Hence, expresd: “ es obvio que una dieta vegetariana bien balanceada o una
dieta mixta que contenga 1 kg de frutas, jugos y vegetales brinda suficiente vitamina C para
mantener un estatus adecuado de esta vitamina, por lo que el consumo de alimentos ricos en

vitamina C es mucho mas sano que consumir suplementos de ella” (19).
1l -Caroteno

El B-caroteno es un precursor de la vitamina A (ver figura No.2) y actia como un
antioxidante capaz de proteger al cuerpo contra la oxidacion normal en el organismo. La
actividad anti-cancerosa del B-caroteno es mayormente debida a su funcion en la inmunidad
celular, lo cual hace a las células més resistentes a la proliferacion descontrolada y formacion de
tumores. Estudios demuestran el efecto positivo que tiene el B-caroteno en el sistema
inmunologico (20).

Figura No. 2 Estructura quimica -caroteno

S N N N N e N~

El papel protector de B-caroteno estd relacionado fundamentalmente con su capacidad
para inhibir la proliferacion celular. Existen diversos estudios epidemioldgicos que confirman la

relacion entre la ingestion de este nutriente con una baja incidencia de cancer (6).

Los alimentos que contienen mayor cantidad de B-caroteno son los vegetales y frutas con

pigmentacion amarilla y verde. El contenido de B-caroteno puede variar dependiendo la época, el
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almacenamiento y el grado de maduracion (14). Un estudio efectuado en el afio 2000, reveld que
las personas vegetarianas mantienen niveles plasmaticos de B-caroteno mas alto que las personas

omnivoras (4).
1il. Vitamina E

Es una vitamina soluble en lipidos (liposoluble) (ver figura No.3). Es una de las primeras
en la linea de defensa. Su principal funcion es proteger la destruccion de los lipidos al igual que
otros componentes vulnerables de las células y sus membranas. Es especialmente efectiva en la
prevencion de la oxidacion de las lipoproteinas de alta densidad (HDL, por sus siglas en inglés)

(20).

Figura No. 3 Estructura quimica vitamina E

CH
o Ol CH; CH, CH.

HC (CH:CHIC H:.]grl_ HICH ;33||:H CHa
HO

CHy

Los efectos antioxidantes de la vitamina E son también muy amplios. Se han realizado
estudios que demuestran su papel protector en la oxidacion de las LDL. Ademas, la vitamina E

inhibe la agregacion plaquetaria (6).

Entre los alimentos ricos en vitamina E se encuentran los aceites vegetales,
semillas,nueces, granos y hierbas. Las frutas, carnes y pescado son alimentos que contienen
menor cantidad de vitamina, es por ello que en la actualidad se utiliza el acetato a-tocoferol

como suplemento (14).

1v. Minerales
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Estudios demuestran que concentraciones bajas de =zinc pueden desencadenar
arterosclerosis. Existen evidencias de que el zinc puede actuar como un factor protector
enddgeno contra la arterosclerosis mediante la inhibicion de la oxidacion de las LDL y la

inhibicion del estrés oxidativo causado por la disfuncion celular (21).

El selenio es un mineral que actia como un antioxidante. Este antioxidante, en conjunto
con la vitamina E, ayuda a prevenir la oxidacion del colesterol HDL, proporcionando una
proteccion adicional. Poblaciones consideradas como consumidoras de bajas cantidades de
selenio en la dieta, presentan un riesgo alto de sufrir enfermedades cardiacas y cierto tipo de

cancer (20).

3. Antioxidantes no nutrientes

Los antioxidantes no nutrientes se ingieren por medio de la dieta, especialmente por
consumo de vegetales y frutas. Entre ellos se encuentran los compuestos fendlicos o polifenoles,
los cuales constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas. Estos compuestos son

considerados metabolitos secundarios de las plantas (22).

1. Flavonoides

Quimicamente, los compuestos fenolicos son sustancias quimicas que poseen un anillo
aromatico, un anillo benceno, con uno o mas grupos hidroxidos incluyendo derivados funcionales

(ésteres, metil ésteres, glicosidos, etc.) (ver figura No.4) (22).

La accion antioxidante de los flavonoides depende principalmente de su capacidad de
reducir radicales libres y quelar metales, impidiendo las reacciones en cadena originadas por los
radicales libres. Los flavonoides pueden inhibir la peroxidacion lipidica mediante el retraso de la
deplecion de antioxidantes liposolubles en el suero, también poseen efectos antimutagénicos (17,

23-24).
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Los flavonoides, son metabolitos secundarios de las plantas por lo que se encuentran
ampliamente distribuidos en una gran variedad de alimentos como frutas, vegetales, vinoy té
(17, 25). El jugo de naranja es el que provee mayor cantidad de flavonoides a la dieta

aproximadamente de 400-750 mg/L dependiendo el proceso de elaboracion y conservacion (26).

Hay estudios que demuestran que la pigmentacion de ciertos tipos de fruta y vegetales se
debe a la presencia de flavonoides, lo que le confiere al mismo tiempo una mayor actividad

antioxidante; a mayor pigmentacion mayor cantidad de flavonoides (27).

Figura No.4 Estructura quimica de la Quercitina, como ejemplo de un flavonoide

Estudios realizados en el Mediterraneo revelan que la dieta es rica en especias, una de las
cuales es el orégano (Origanum vulgare). El orégano contiene cinco compuestos fenolicos con
propiedades antioxidantes entre los que se encuentran 4cido protocatecinico, acido cafeico y

acido rosmarinico (3).

C. ALIMENTOS QUE CONTIENEN ANTIOXIDANTES
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Los alimentos que contienen antioxidantes son: frutas, jugos, vegetales, hierbas,
leguminosas, soya, granos, nueces, semillas, aceites vegetales, cereales, vinos, carnes y pescado
entre otras (4, 14, 16). En la tabla No. 2 se puede observar las fuentes de antioxidantes presentes

en los nutrientes.

Tabla No. 2 Fuentes de antioxidantes y nutrientes

Vitamina C Vitamina E Beta —carotenos Flavonoides Selenio  Zinc
Frutas: Jugo de Aceites de olivay Frutas: Sandia, Frutas: Naranja, Mariscos Mariscos
manzana, kiwi, canola mango, papaya, madarina, toronja,
mango , papaya, melon, limén, ciruela,
melon, frutas carambola y manzana y
citricas, sandia. mandarina melocoton
Vegetales: Verduras Verduras: Verduras: Cebolla, Carnes Legumbres
Esparragos, repollo, Calabazas, jugo tomate, brocoli,
coliflor, pimientos, de tomate, papas y el repollo
bréceoli, papa, espinacas y
lechuga, tomates zanahorias
Granos Legumbres Granos  Granos
Higado Cereales: Harina de
arroz
Yemas de Huevo Vinos
Nueces y Té
semillas

Fuente: (14, 18, 20, 22)

D. JUGOS DE FRUTA Y SU IMPORTANCIA COMO FUENTE DE
ANTIOXIDANTES

El jugo de fruta es el liquido obtenido mediante un proceso mecanico de extraccion y
tiene las caracteristicas de la fruta de la que procede (28). Por jugo concentrado de fruta se
entiende el producto del que se ha eliminado fisicamente una porcion de agua. En la industria,

los jugos de fruta producidos son aquellos provenientes de naranja, manzana y uva.
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Los flavonoides proveen pigmentos a los jugos de fruta los cuales son pigmentos
hidrosolubles, los carotenoides y clorofila son pigmentos liposolubles que se convierten en
hidrosolubles cuando se combinan con ciertas proteinas. Es por ello que estos antioxidantes se

encuentran presentes en los jugos de fruta (29).

En la actualidad se ha incrementado el interés acerca de la funcidon que cumplen los
antioxidantes en la prevencion de un gran numero de enfermedades. En otros paises se han
desarrollado investigaciones para la determinacion de la actividad antioxidante presente en los
jugos industrializados, en Guatemala no existe ningin estudio que revele el contenido de

antioxidantes en jugos de fruta.

Un estudio demostré en el ano 2000, que algunos jugos de fruta, como los de granada,
muestran una capacidad antioxidante tres veces mayor que la que muestra el vino tinto e
infusiones de té¢ (30). Otros estudios han reportado que los jugos de ardndano y zarzamora

contienen proantocianinas, las cuales son utilizadas para el tratamiento de infecciones urinarias

31).

1. Clasificacion de bebidas de frutas

1. Naturales: Son jugos frescos que han sido estabilizados por tratamientos fisicos que
garantizan su conservacion.
11. Conservados: Jugos naturales a los que se ha incorporado algin conservante como

benzoato de sodio o 4cido benzoico, y 4cido sérbico o sus sales de potasio o sodio.

1. Azucarados: Contienen edulcolorante entre ellos sacarosa, glucosa o fructuosa.
1v. Gasificados: Contienen gas carbonico.
V. Néctares:  Productos obtenidos por la mezcla de jugos naturales, jugos de fruta

concentrados,
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pulpa de la fruta o pulpa concentrada, agua, edulcolorantes naturales y aditivos autorizados que

no modifiquen la naturaleza del mismo (28).

2. Procesos de elaboracion

Los jugos no procesados son todos aquellos que generalmente no se someten a ninguna
concentracion. Pueden elaborarse a pequeiia escala, por ejemplo, para su consumo inmediato o
envasarse sin ningun tratamiento térmico para ser consumido en el plazo de pocas horas. De
algunos afios para acd se ha industrializado este tipo de jugos, teniendo una menor vida de

anaquel que los jugos procesados ( 28).

La elaboracion de un jugo de fruta incluye:

1. Preparacion de la fruta

Consiste en la limpieza de la fruta para eliminar los contaminantes. Pueden realizarse por
métodos secos como tamizado, cepillado, aspiracion, abrasion, separacion magnética o bien por
métodos humedos como inmersion, aspersion, flotacion, filtracion o decantacion. Después de la
limpieza hay un proceso de seleccion para separar la fruta segiin categorias fisicas (peso, tamatfio,
color y forma) (32).

il. Extraccion del jugo

Las frutas que contienen aceites amargos en sus cdscaras, como haranja y toronja, se les
trata diferente, empleando un sistema donde el aceite de la cdscara sale sin mezclarse con el jugo
de la fruta. En el caso de otras frutas que no contienen este tipo de aceites se exprimen enteras

después de trituradas (32).

iii. Clarificacion y estabilizacion
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Después de la obtencion del jugo la mayoria de veces, éste contiene suspendidas pequefias
cantidades de pulpa que hay que separar. Esto se puede realizar utilizando filtros finos o bien
centrifugas de alta velocidad, que separan el jugo de la pulpa de acuerdo con sus diferencias de
densidad. También se les puede adicionar preparaciones comerciales de enzimas que digieren
las sustancias pécticas, dando lugar a la sedimentacion de la pulpa fina, produciendo un jugo

clarificado (32).

La estabilizacion elimina el aire atrapado que contienen algunos jugos, pulverizandolos en
un desaireador de vacio. Esto minimiza la destruccion subsiguiente de la vitamina C y otros

cambios causados por el oxigeno (32).

1v. Conservacion

Existen varios métodos a los cuales son sometidos los jugos de frutas producidos
industrialmente para mantener su calidad tanto microbioldgico como nutricional. Los jugos de
fruta se pueden conservar mediante procesos térmicos o no térmicos. Los procesos térmicos
afectan la calidad del alimento, ademés de inactivar microorganismos. Por otra parte, los
procesos no térmicos por ejemplo altas presiones, pulsos eléctricos e irradiacion, se pueden
utilizar en la inactivacion de microorganismos responsables de los deterioros de los alimentos, sin

que la calidad del mismo quede afectada (28).

La conservacion del jugo se puede realizar por medio de diferentes procesos entre ellos
campo de pulso eléctrico, pasteurizacion, ultra alta temperatura, congelacion, almacenamiento en

atmosferas de gases inertes, concentracion o desecacion (28).

e Campo de pulso eléctrico (CEP) : Es un proceso no térmico en el cual se
inactivan los microorganismos sin ningin cambio adverso en el sabor, color y valor
nutricional de los alimentos. Este método consiste en el uso de microondas y el
calentamiento por corrientes eléctricas que al generar el calor en el interior de los
alimentos, permiten un rapido calentamiento de productos solidos o viscosos, reduciendo

el tiempo de tratamiento. Las altas presiones, los pulsos eléctricos de alto voltaje, la
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irradiacion y los ultrasonidos son técnicas capaces de inactivar a los microorganismos sin
aumentar la temperatura, por lo que serdn utilizadas en el futuro por la industria

alimentaria (33).

Pasteurizacion: La pasteurizacion tiene como objetivo disminuir el crecimiento
microbiano y neutralizar las enzimas naturales, mediante el sometimiento del jugo de
fruta a una fuente de calor (agua 6 vapor de agua). De esta forma se eliminan agentes
microbioldgicos y enzimaticos que puedan desarrollarse en el jugo alterandolo. Las
temperaturas que se alcanzan son de 60-72°C, por lo que no se destruyen todos los

microorganismos (32) .

Ultra alta temperatura (UHT): Es un tipo de pasteurizacion en el cual se eleva
los liquidos a temperaturas de 137°-140° C durante unos pocos segundos para eliminar la
presencia de cualquier microorganismo. Este tipo de pasteurizacidon es menos lesivo para

el valor nutritivo y las caracteristicas sensoriales de los jugos de fruta (33).

METODOS PARA LA DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES
ANTIOXIDANTES

Entre los métodos que existen para determinar la actividad antioxidante, se encuentra el

que se basa en la habilidad para actuar como recolector de radicales, la cual se evalua utilizando

un reactivo capaz de reducirse al reaccionar con agentes reductores. También existen métodos

que evaltan el contenido de grupos fenolicos en base de las propiedades antioxidantes que se les

ha atribuido (34).

1.

1.

Determinacion de la actividad antioxidante total

Difenilpicrilhidrazilo (DPPH)
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DPPH es un radical libre estable, disuelto en etanol tiene una coloracion azul-violeta. En
presencia de un antioxidante el DPPH es convertido a 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo con un color

amarillo (ver figura No. 5) (3).

Los resultados de este método son expresados en ICsy, el cual se define como la
concentracion necesaria de muestra para reducir el 50% de la cantidad inicial de DPPH y se
expresa como la relacion molar de cada componente por radical. Los niveles bajos de ICs

indican alta eficacia en la donacion de hidrogeno (35-36).

Figura No. 5 Estructura de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo

NO,

Desde el punto de vista metodologico, el DPPH es un método facil y exacto para la
medicion de actividad antioxidante en frutas y verduras por lo que es recomendado para medir la
actividad antioxidante en este tipo de muestras (30). Este método presenta también la ventaja de
ser una prueba no enzimatica y es utilizado para proveer informacion basica en la reactividad de

compuestos para el secuestro de radicales (36).

1l. 1,3-Dietil-2-4cido tiobarbiturico (DEBTA)

Este método permite la evaluacion de la actividad antioxidante por medio de un ensayo
fluorométrico; se basa en la inhibicion de la peroxidacion lipidica, acompanado de la
autooxidacion del 4cido linoléico. Para ello se utiliza el 4cido linoléico como autooxidante con
la muestra a evaluar, calentando a 80°C por una hora, luego se lee la excitacion de onda en un

espectrofluorometro a 515 nm y la emision a 555 nm. Un control que no contiene acido linoléico
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representa el 100% de peroxidacion lipidica. Un valor bajo de peroxidacion lipidica indica una

actividad antioxidante elevada (27).

1. Capacidad de reduccion del Fe (IIT) del plasma (FRAP)

Este método fue desarrollado para medir la capacidad reductora del hierro en plasma a
bajo pH. Un color azul intenso se forma cuando el complejo se reduce a Fe™. La absorbancia es
medida a 593 nm. El FRAP es un método que permite medir la capacidad antioxidante con un
amplio rango de diluciones de jugos y es recomendado para medir la actividad antioxidante en

frutas y verduras (30).

Un estudio realizado en el afio 2000, menciona que entre las ventajas del método se
encuentran la simplicidad y que permite utilizar un amplio rango de diluciones. Se menciona
también que es un método facil y exacto para la medicion de actividad antioxidante en frutas y

verduras (30).

1v. Método de Fenton

La enzima superoxido dismutasa (SOD) convierte el O," en perdxido de hidrégeno (HO,)
mediante la reaccion de Fenton; éste tiltimo en presencia de Fe*" produce radical hidroxilo (OH-
), reaccion que es activada por Fe*" y Cu”. A continuacion se expresa la reaccién de Fenton

descrita por Ebadi en 1996 y Mattson en 1998.

O, + Fe3+ F62+ +0,
Fe’" + H,0, Fe*'+ OH + OH'
0, + H,0 OH + OH'

Segun Burdon en 1995 y Mattson en 1998, el O, puede interactuar también con el 6xido

nitrico (NO) para formar peroxinitrito (ONOQO") (37-38).
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El método de Fenton presenta la reaccion con la mayor fuente bioquimica de radicales
hidroxilo. Sin embargo como desventaja presenta el ser dependiente de la presencia de proteinas
no enlazadas a hierro. Esta metodologia ha sido utilizada en varias investigaciones en que se ha

determinado los efectos anti y prooxidantes en varios extractos de té (37).

2. Determinacion de fenoles totales por el método de Folin

Los fenoles, al igual que las proteinas, reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteau para
dar un complejo coloreado. EI color que se forma por la reaccion del cobre alcalino con la
proteina y la reaccion de fosfomolibdato por la tirosina y el triptofano presentes en la proteina
(39). La intensidad del color depende del nimero de aminodcidos aromaticos presentes. El
complejo en el caso de las proteinas es rojo o violeta y azul en el caso del amonio (40). El
método de Folin es ampliamente utilizado para medir la cantidad de fenoles totales en extractos,

jugos de frutas y otras bebidas (25,31).

3. Determinacion de Vitamina C por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La HPLC es una técnica de separacion en dos fases, una solida estacionaria y una liquida
movil. Con este método es posible realizar cuantificaciones simultdneas de diversas vitaminas
siendo algunas de ellas carotenos, riboflavina, folatos, vitamina C, tiamina y piridoxina. Se ha
comprobado que el método es altamente especifico y no existen interferencias de otros

compuestos, por lo que se utiliza para anélisis de rutina (41).

Para la medicion de la vitamina C se debe de utilizar una longitud de onda de 265 nm, se
utiliza una fase movil a base de amortiguador de fosfatos pH 3 (95%) y metanol (5%). Los
resultados se obtienen por areas las cuales son interpoladas con la ecuacion de la linea recta para
obtener la concentracién en pg/ml. Entre las ventajas de este método se pueden mencionar que
es un método reproducible y que el tiempo de andlisis es relativamente corto, ofreciendo

precision y exactitud (41).
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V. JUSTIFICACION

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por los beneficios que algunos
alimentos ricos en antioxidantes pueden tener para la prevencion de enfermedades crénico

degenerativas. Las frutas y hortalizas son una buena fuente de antioxidantes.

Los jugos son productos derivados principalmente de frutas. Existen jugos de frutas
naturales y jugos de fruta procesados, ambos se encuentran disponibles independientemente de la
época del afio. Su consumo no se ve restringido por su disponibilidad en el mercado. Una
ventaja que ofrece este tipo de alimentos es que debido a su conservacion y a los procesos a los
que han sido sometidos, su vida de anaquel es mas prolongada, por lo que se encuentran con

mayor facilidad en el mercado.

En Guatemala no existe ningun reporte del contenido de antioxidantes en jugos de fruta,
por lo que este trabajo permitid conocer dicha actividad en los jugos de fruta producidos
industrialmente y de esa manera valorizar el consumo de los jugos de fruta no solo por su
contenido vitaminico sino también por los niveles de antioxidantes presentes en los mismos, que

pueden prevenir enfermedades cronico degenerativas.

Estas consideraciones demuestran el valor e importancia de la determinacion de actividad
antioxidante en jugos de frutas que se distribuyen en el area metropolitana de la ciudad de
Guatemala, pues a través del estudio se obtuvieron datos que permitiran ampliar la informacion
referente al tema. Por otro lado se confirmd la importancia de una dieta que incluya jugos de
frutas, lo que permite dar las pautas para la promocion de un mayor consumo con el
conocimiento de los beneficios que representa para la salud, sobre todo para la prevencion de

enfermedades cronico degenerativas.
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V. OBJETIVOS

A. GENERAL

1. Determinar las propiedades antioxidantes de los jugos de frutas producidos
industrialmente disponibles para su consumo en el area metropolitana de la ciudad de

Guatemala.

B. ESPECIFICOS

1. Cuantificar la capacidad antioxidante total de jugos de fruta por el método de DPPH.
2. Determinar la cantidad de fenoles totales de jugos de fruta por el método de Folin-
Ciocalteu.

3. Determinar la cantidad de vitamina C de jugos de fruta por HPLC.
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VI. MATERIALES Y METODOS

UNIVERSO

Universo

Jugos de fruta producidos industrialmente

Muestra
Jugos de fruta producidos industrialmente disponibles en establecimientos de
autoservicio (supermercados) del area metropolitana de la Ciudad de Guatemala,

tomando en cuenta marca, sabor, fecha de vencimiento y el tipo de presentacion.

RECURSOS
Humanos
Paola Bolafios Porras Tesista
Licda. Kenia Caballeros Asesora-Técnica
Dr. Rubén Dariel Velasquez Asesor
Licda. Julieta Salazar de Ariza Asesora
Fisicos
1. Equipo
e Espectrofotometro (Espectronic 21D Milton Roy)

e HPLC (Merck-Hitachi serie Licrograph)

e Potenciémetro (Fisher Accumet pH Model 620)

e Balanza analitica (Meltter H 35 AR)

e Balanza semianalitica (Meltter Toledo PB 303 Delta Range)
e Vortex (Mistral Mixer Lab-line)

e Campana de flujo

¢ Baio de Maria

e TermdOmetro
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Gradillas

Método de DPPH

Metanol (EM Science para HPLC)
1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) (SIGMA)
Hidroéxido de sodio (Merck)

Acetato de sodio anhidro (Merck)

Acido acético glacial (Merck)

Acido clorhidrico (EM Science p.a)

Agua destilada

Método de Folin

Reactivo de Folin Ciocalteau  (Merck)
Carbonato de sodio (Merck)
Acido galico (SIGMA)

Agua destilada

Determinacion de vitamina C

1il. Cristaleria

Agua destilada

Metanol (EM Science para HPLC)

Na,PO4-H,0 (Merck)

Membranas de nylon didametro/ poro = 13mm / 0.2 pum y 47 mm / 0.45
pum

Whatman

Vaso de Precipitar (100 ml, 250 ml y 1000 ml)
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e Probetas (10 ml, 50 ml, 100 ml)

e Cubetas de lectura para espectrofotometro

e Balones aforados (100 ml, 200 ml y 1000ml)
e Agitadores de vidrio

e Tubos pyrex para 10 ml

iv. Otros

e Micropipetas (5-40 ul, 50-200 pl y 200-1000 pl) (Seropette Stanbio
Laboratory)

e Micropipeteadores

e Macropipeteadores

e Tips

e Papel mayordomo

e Computadora personal

e Hojas

e Impresora

e Tinta

e Gasolina

e Fotocopias

e Internet

e Folders con gancho

3. Institucionales
e Departamento de Bioquimica, Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacia, USAC.

e Biblioteca, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

C. PROCEDIMIENTOS
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1. Determinacion de capacidad antioxidante total por el método de Difenilpicrilhidrazilo
(DPPH)

1. Preparacion de reactivos

Reactivo de DPPH
e Para 100 ml de metanol se peso6 0.0219 gramos de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo y

se coloco en refrigeracion en un recipiente de vidrio color ambar.

Amortiguador de Acetato pH 6
e Para 1 litro se pesd 27.20 gramos de acetato de sodio anhidrido y se le agrego

50.52 ml de acido acético glacial ajustaindose a pH 6.0 con NaOH 6N.

il. Pruebas preliminares DPPH

e Se centrifugo la alicuota de muestra, para evitar la sedimentacion de ciertos compuestos,

e Se tomo una alicuota del sobrenadante del jugo.

e Se prepar6 cuatro diluciones, utilizando metanol, para obtener las siguientes diluciones
finales: 1:5, 2:5, 3:5y 4:5.

e Para cada una de las diluciones y el tubo sin diluir se prepar6é cuatro tubos segun el

esquema de pipeteo (ver tabla No. 3).

Tabla No. 3 Esquema de pipeteo DPPH

Buffer (ml) Metanol (ml) Muestra (ml) DPPH (ml)
Blanco 1.0 2.0 0.0 0.0
Control 1.0 1.5 0.1 0.5

Blanco-ensayo 1.0 1.9 0.1 0.0
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Ensayo 1.0 1.4 0.1 0.5

e Se realizé dos controles y dos ensayos para cada dilucion. Las mezclas se agitaron en el
vortex por 30 segundos y se incubaron a temperatura ambiente por 30 minutos protegidos
de la luz.

e La absorbancia se leyd en el espectrofotometro a una longitud de onda de 517 nm contra
el blanco respectivo. A partir de las absorbancias obtenidas se calcul6 el porcentaje de

reduccion del DPPH causado por los jugos utilizando la siguiente féormula:

[ abs. Control - abs. Muestra] * 100 = %

abs. Control

A partir de éste se calcul6 el valor de ICsg con la ecuacion:
IC50 = 50-b

m

e De acuerdo a lo anterior se diluyo, liofilizdé o concentré dependiendo si el porcentaje es
mayor a 50% o menor a 50% respectivamente.
e Las diluciones realizadas abarcaron un porcentaje abajo y arriba del 50%.

e Se expreso el ICsyp como pl de jugo necesario para reducir el 50 % de DPPH.

Determinacién de fenoles

Preparacion de soluciones

Acido galico
e Para 10 ml de &cido gélico se pesd 10 mg del mismo en 10 ml de agua destilada.
e Se tom6 1 ml de la solucidén anterior y se diluydo en 9 ml de agua destilada

(preparandose inmediatamente antes de su utilizacion).

Carbonato de sodio al 10%



e Sepesod 20 gramos de Na,CO;3y aforar a 200 ml con agua destilada.

1. Medicion de fenoles

e Serealiz6 una curva patrén utilizando el esquema de la tabla No. 4.

Tabla No. 4 Esquema de pipeteo curva patron

H,O (ml) Acido galico (ml) Folin (ml) NayCOs3 10% (ml)

Blanco 4.0 0.00 0.4 0.8
P, 3.975 0.25 0.4 0.8
P, 3.950 0.50 0.4 0.8
P; 3.900 1.00 0.4 0.8
Py 3.850 1.50 0.4 0.8
Ps 3.800 2.00 0.4 0.8
Ps 3.750 2.50 0.4 0.8

e Se realiz6 la medicion de la muestra siguiendo el esquema de la tabla No.5

Tabla No. 5 Esquema de pipeteo fenoles

H,0 (ml) Jugo (ml) Folin (ml) Na;CO3 10% (ml)
M, 3.95 0.05 0.4 0.8
M, 3.90 0.10 0.4 0.8

35
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e Se mezcld cada tubo y se colocé en bafio de marfa a una temperatura de 90° — 100° C
por un minuto.

e Se dejo enfriar los tubos y se leyd la absorbancia correspondiente a cada solucion a 765
nm.

e Con base en la curva patron se obtuvo la siguiente ecuacion de la recta:

Eq Ac. galico(pg)= Abs—a
b

e Al obtener los Eq de acido galico se calcul6 los valores de Eq acido galico por mililitro

de jugo, de la siguiente forma:

png Eq de Ac. galico/ ml de jugo= pg Eq Ac. galico

Vol de muestra en ml

Determinaciéon de vitamina C

Preparacion de reactivos

Estandares de &cido ascorbico
e Para 10 ml de acido ascorbico se pesdé 10 mg del mismo en 10 ml de agua
destilada.
e Se prepard con fase movil seis diluciones: 1:200, 1:100, 1:67, 1:50, 1:40 y 1:33;
obteniendo concentraciones de 50, 100, 150, 200, 250 y 300 pg/ ml

respectivamente.

Amortiguador de fosfatos
e Sepeso 1.5635 gramos de Na,PO4-H,O y se aford con agua destilada a un litro.

e Se ajusto el pH a 3 con HCL concentrado.

Fase movil
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e Se diluyo 95 partes de amortiguador de fosfatos con 5 partes de metanol.

Todos los reactivos utilizados se filtraron antes de iniciar las inyecciones.

Condiciones cromatograficas

Columna: Acero inoxidable 125*4 mm DI

Fase estacionaria: 9 Chospher 100RP-18 (5 pm)
Fase mévil: Buffer de fosfatos pH 3/ metanol (95:5).
Tipo de elusion: Isocratica

Flujo: 0.8 ml/min

Volumen inyeccion: 20 ul

Deteccion: UV/Vis 265 nm

Volumen celda de detector: 12 pl

iii. Inyeccion de estdndares y muestra

Se inyect6 por duplicado los estandares de 4acido ascorbico para obtener la curva patron
Se realizé mediciones de la muestra pura y diluida, de tal manera que los valores del area
estén comprendidos entre los valores obtenidos en la curva.
Se filtrd las muestras utilizando membranas de nylon con didmetro de 13 mm y 0.2 pm
(Whatman).
Se inyect6 0.5 ml de la muestra pura o diluida, por duplicado.
Se lavo tres veces con metanol entre cada inyeccion.
Se integro las areas obtenidas a la siguiente ecuacion de la recta basada en la curva patron:
X = Areade pico—a
B
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Se obtuvieron los valores de vitamina C con la siguiente igualdad:

Vitamina C (mg/L) = X * 1/1000 pg
1/ 1000 ml

DISENO DE LA INVESTIGACION
Obtencion de muestra
Muestra

El niimero de muestra fue de 28 jugos de fruta de diferentes marcas y sabores, de acuerdo
al calculo realizado en el inciso (D. 3.).

Los criterios de inclusion fueron: Jugos de fruta elaborados a partir de concentrados o
jugos naturales que se encuentren para venta en supermercados, cuyo envase sea solido,
con fecha de vencimiento no menor a tres dias.

Los criterios de exclusion son los siguientes: Se excluyo del estudio los néctares, jugos
de vegetales, bebidas con sabor artificial a fruta y los comunmente llamados kukitos (ver

anexo No. 1).

Seleccion de muestra

Previo al muestreo, se realizaron visitas de prospeccion a establecimientos de
autoservicio (supermercados) para elaborar un listado preliminar de las diferentes marcas
y sabores de jugos de frutas disponibles.

Se seleccionaron dos establecimientos de distribucion de alimentos (Supertienda e
Hipertienda), representativos de tres distintos sectores de la poblacion. Estos sectores se

asocian a tres diferentes niveles de capacidad de consumo aparente (ver anexo No. 2).



1il.

1v.

39

Se realizd un plan de muestreo y se eligié aleatoriamente el lugar a muestrear obteniendo

tres diferentes grupos que representen los tres niveles de capacidad de consumo.

Para lo anterior se realizd una seleccion aleatoria de todos los jugos que cumplan con el
criterio de inclusidon con relacion a la lista de los seis diferentes lugares a muestrear,
obteniendo el listado del anexo 3, y tomando en cuenta su composicion, lo cual permitid
formar dos grupos de jugos. El primero consta de aquellos jugos en que su etiqueta
consignaba la presencia de aditivos, el segundo consta de aquellos que en su etiqueta no

indicaba la presencia de aditivos, los cuales se denominaron naturales.

Procedimiento de muestreo

Con base a la disponibilidad de espacio fisico en el laboratorio de investigacion del
departamento de Bioquimica, se escogieron dos dias a la semana para muestrear, se
muestrearon cuatro jugos por dia ya que el analisis concluyo6 el mismo dia del muestreo.
Se realizé el muestreo a primera hora de la mafana, tomando los jugos directamente del
supermercado y tomando en cuenta las fechas de elaboracion. Los jugos que requirieron
refrigeracion se transportaron en una hielera y los que estaban a temperatura ambiente se
transportaron en las mismas condiciones.

Se anotaron los datos de cada jugo (ingredientes, fecha de vencimiento, lote,
almacenamiento, volumen, etc.)

Cuando el analisis de la muestra no se concluy6 en el tiempo estipulado se almacenaron

en el congelador alicuotas del jugo en un recipiente saturando con nitrégeno.

Procesamiento y andlisis de muestra

Previo a su anélisis se centrifugaron las muestras por 10 minutos a 3,000 rpm. Luego se

trasvaso el sobrenadante a un tubo previamente identificado.

Se trabajo con el sobrenadante y se realizo el procedimiento de cada determinacion.
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2. Tipo de muestreo

e Estudio descriptivo, prospectivo, transversal con un tipo de muestreo no

probabilistico por conveniencia con un total de 28 muestras.

3. Tamario de la muestra

Se calcul6 de la siguiente manera:

(Poblacién infinita) n= Nc* o~
Az
Donde: Nc = Nivel de confianza
o = Varianza

A = Limite de confianza

Intervalo de confianza: Z 99% = 2.575

A=Y 0o

A= g*z n= MZ_GJ
4 c’/4

n=4Nc’

95%=n= 4(1.96)"=16
99% =n =4 (2.575)*=27

4. Analisis de datos

Se hizo un andlisis descriptivo. Se efectudé un promedio de la actividad antioxidante total,

fenoles totales y vitamina C de las muestras analizadas homogenizando los datos. El aspecto

mas relevante fue la presencia o no de aditivos. En funcidn de este aspecto los resultados fueron
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divididos en dos grupos jugos naturales y con aditivos. Para cada uno de estas variables se

calculo la media, desviacion estandar e intervalo de confianza con un nivel del 99%.

Los resultados se expresaron de la siguiente forma:

1. Capacidad Antioxidante Total: En ICsp en ul de jugo de fruta.
2. Fenoles Totales: En pg Equivalentes de acido galico/ ml.
3. Vitamina C: En mg. de 4cido ascérbico/L. de jugo de fruta.

Se calcul¢ el intervalo de confianza con un nivel de confiabilidad del 99%. Se agruparon
los resultados en dos grupos de acuerdo a la presencia o ausencia de aditivos, utilizando el valor

medio que se obtuvo de las determinaciones que se realizaron por duplicado.
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VIl. RESULTADOS

En la tabla No. 1 se incluyeron los distintos tipos de jugos de frutas, la composicion de los
jugos muestreados fue muy variada por lo que los resultados fueron analizados formando dos
grupos. El primero consta de jugos con aditivos, el segundo, su etiqueta no lo consignaba y se
denominaron naturales. Se analizaron 7 diferentes marcas de jugos de fruta producidos
industrialmente los cuales incluyeron: 14 jugos de naranja, 4 de uva, 4 de toronja, 2 de pifiay 4
de manzana, para un total de 5 diferentes sabores. El jugo de naranja el que mas frecuentemente
se encontraba en los supermercados, por lo que se incluy6 un mayor nimero de muestras de este

sabor.
Tabla No. 1

Tipos de jugos de fruta, muestras y marcas incluidas en el estudio

Tipos de Muestra No. de Muestras No. de Marcas
Analizadas
Naranja con aditivos 12 6
Naranja Natural 2 1
Uva con aditivos 2 1
Uva Natural 2 1
Manzana con aditivos 2 1
Manzana natural 2 1
Toronja con aditivos 4 2
Pifa con aditivos 2 1
Total 28 7*

* Algunas marcas incluian mas de un sabor.

En la tabla No. 2 se presentan los valores de los tres parametros de actividad antioxidante
expresados como media, desviacion estandar y rangos. El jugo que mayor actividad antioxidante
present6 fue el de naranja natural y el de menor actividad el de manzana natural, el jugo de uva
con aditivos present6 la mayor cantidad de fenoles totales, en el caso de la vitamina C el jugo de

naranja natural fue el de mayor concentracion. Lo anterior se puede observar mas detalladamente
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en la grafica No. 1 donde se presenta la dispersion intrarrangos de los tres pardmetros antes

descritos.

Tabla No. 2

Valores de la actividad antioxidante total y del contenido de fenoles totales y vitamina C en
jugos de frutas muestreados (N=28)

Muestra Actividad Antioxidante Fenoles Total Vitamina C
Total ng Eq Acido (mg/L)
(1C50ul) Galico /ml)
N_ar;ma con aditivos 29.5+10.1 689.8 +311.8 325.6 + 121.8
n= (13.9 - 46.3) (413.5 - 1363.5) (2083 - 621.7)
Nj‘rf‘gla natural 11.9+1.6 1127.9+ 58.2 9222 +58.2
n= (10.8 - 13.0)' (892.4 - 1363.5) (881.1 - 963.4)
U_Vz con aditivos 16.5+0.6 1466.9+ 48.6 30.8+19.9
n= (16.0 - 16.9) (1432.6 - 1501.4) (16.8 - 44.9)
U_Vznat“ral 320426 544.8 +90.2 15.6+ 1.6
n= (30.2 - 33.8) (481.0 - 608.6) (14.5 - 15.0)
l\fagzana con aditivos 43.2+20.9 887.1 + 186.5 203+83
n= (28.4 - 58.0) (7553 - 1019.0) (14.5-26.2)
— +
?\I/Ijnzzana natural " 106.1 +4.2 (991) - 822)
(103.1 -109.0) v
Egi“la con aditivos 279+ 4.6 957.5 + 409.4 2723 £ 64.6
- (22.5-33.6) (570.9 - 1510.1) (190.6 - 334.4)
;13"‘200“ aditivos 48.9+11.9 498.3 +20.4 205.6+ 24.7
- (40.5 - 57.3) (483.8 —512.7) (188.1 -223.1)

1 I .
valores minimos Y maximos

% nd= no determinado, el ICs, se estimo > 2,000 ul



Grafica No.1. Dispersion intrarrangos de actividad antioxidante total (a), contenido de fenoles totales (b) y

contenido de vitamina C (c). Cada valor se muestra como un punto

(a) 70

60

50 A

\
J

40 | -

30 A -

IC50 (ul

20 A

10 - -

0
Naranja Naranja* Uva Uva* Manzana

(b)

Manzana*

Toronja*

Pifa*

IN
Il
1

Fenoles totales (100x ug Eq Ac Gal /n
©
1 1m

Naranja Naranja* Uva Uva* Manzana

Manzana*

Toronja*

Pifa*

120
(c)

100

80 -

60 -

40

VitaminaC (10x mg/L

20 -

O T T T T
Naranja Naranja* Uva Uva* Manzana

* Jugos con aditivos
No se muestra el 1Cs, del jugo de manzana natural (> 2000 ul)

Manzana*

Toronja*

Pifia*

44



En la tabla No. 3 se presentan los intervalos de confianza para los tres parametros:
actividad antioxidante total, fenoles totales y vitamina C, de los jugos con aditivos y los jugos
naturales. Los intervalos de actividad antioxidante total fueron muy similares, los de fenoles

totales y vitamina C fueron muy amplios.

Tabla No. 3

Intervalos de confianza con un nivel del 99% de confiabilidad de la actividad antioxidante
total, del contenido de fenoles totales y vitamina C de los jugos naturales y jugos con aditivos
(N=28)

Muestra Actividad Antioxidante  Fenoles Total Vitamina C
Total (ng Eq Acido (mg/L)
(1C50pl) Galico /ml)
Jugos naturales
n=6 10.2-33.7 109.2-1076.7 0-786.2
Jugos con aditivos 18.0-42.3 436.5-1214.2 103.6-397.2
n=22

En la grafica No. 7 se muestran los intervalos de confianza de los jugos de fruta con
aditivos y los naturales. En (a) se puede observar los intervalos de la actividad antioxidante total,
el grupo con aditivos presenta valores distribuidos casi uniformemente en todo el intervalo, los
naturales aparecen en dos grupos en los extremos del intervalo; en (b) se presentan los intervalos
de los fenoles totales, los jugos con aditivos presentan valores agrupados en tres grupos dentro del
intervalo, los naturales estdn distribuidos mdas uniformemente; la vitamina C que se puede
observar en (c), presenta un intervalo mas estrecho para los jugos con aditivos y mas amplio para

los naturales.
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VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio se determino la actividad antioxidante de los jugos de frutas disponibles
en supermercados del area metropolitana de la Ciudad de Guatemala. Se incluyeron 28 jugos de
fruta elaborados a partir de concentrados o jugos de fruta naturales, cuya fecha de vencimiento era
mayor de tres dias, con un tipo de empaque solido. Las muestras analizadas incluyeron jugos de
cinco diferentes sabores: 14 de naranja, 4 de uva, 4 de toronja, 2 de pifia y 4 de manzana. Estos se
colectaron de 6 establecimientos de conveniencia (supermercados), ubicados en tres diferentes

zonas del area metropolitana, de acuerdo a la capacidad de consumo de la poblacion.

Por el niimero de muestra obtenido se analizaron los datos de acuerdo a la presencia o ausencia
de aditivos, no de acuerdo a su sabor o su marca por lo que los resultados que se obtuvieron se

analizaron en dos grupos (jugos con aditivos y naturales).

Los métodos de determinacion de actividad antioxidante total y determinacion de fenoles
totales utilizados en esta investigacion fueron estandarizados por Caballeros, quien optimizo los
métodos de DPPH y Folin-Ciocalteu; mientras que el método de determinacion de vitamina C se
utilizé en la investigacion de Barahona y colaboradores (34, 42). Estos métodos han demostrado
confiabilidad y sensibilidad en las mismas condiciones que las empleadas en esta investigacion.
Por la naturaleza de las muestras, se introdujo una pequefla variacion consistente en la
centrifugacion de los jugos previamente a su analisis, con lo que se evitd la turbidez y

sedimentacion.

Con informacién del etiquetado, se establecid que los aditivos mas utilizados fueron: acido
citrico, acido ascorbico, vitamina C, sorbato de potasio, B-caroteno y benzoato de sodio, entre
otros; el de naranja tenia una combinacion de hasta cuatro diferentes aditivos y el resto tiene uno o

dos aditivos (ver anexo No. 5).



El jugo de naranja natural fue el que presentd mayor actividad antioxidante total (12 pl); el
jugo con menor actividad antioxidante total fue el jugo de manzana natural (>2,000 ul). Este valor
estimado de ICsy del jugo de manzana podria deberse a los procesos de autooxidacion que sufre la
manzana al ser manipulada, lo que evidencio por el pardeamiento que sufre esta fruta. Los rangos
de actividad antioxidante total del jugo de naranja natural fueron bastante estrechos (11 — 13 pl),
al igual el rango para el jugo de uva con aditivos (16 — 17 ul).  En cuanto a fenoles totales, el que

presentd mayor cantidad fue el de uva con aditivos (1,467 ug Eq de Ac. Gal. / ml).

Estudios realizados por Caballeros, indicaron que la uva fue uno de los frutos que mayor
cantidad de fenoles tiene (34). El jugo que menor cantidad de fenoles presentd fue el de manzana
natural (106 pg Eq de Ac. Gal. /ml). La vitamina C se encontr6 abundante en el jugo de naranja
natural (922 mg/L), no observandose lo mismo con el de manzana y uva los cuales presentaron
valores muy por debajo de los demés valores (9-20 y 16- 31 mg/L, respectivamente) lo anterior
se puede explicar ya que la naranja fue el Gnico obtenido a partir de citricos en esta muestra de
jugos. Los jugos de frutas, a excepcion del jugo de naranja natural y el jugo de toronja,
presentaron niveles muy bajos de vitamina C probablemente porque la vitamina ya ha sido
oxidada; es por ello que la mayoria de jugos obtenidos industrialmente son enriquecidos con este
tipo de antioxidante que sirve no solo para enriquecer sino también como estabilizante (43).
Debido a lo anterior, en la medicion de vitamina C se prepararon y analizaron soluciones patron de

mayor concentracion a las utilizadas en investigaciones anteriores (42).

Los intervalos de confianza calculados para los jugos de fruta en general (ver tabla No. 3),
fueron muy amplios para los fenoles totales y vitamina C, esto puede explicarse por el hecho de
que el andlisis se realizd con jugos tanto con aditivos como naturales. En esta variabilidad
también entran en juego otros factores que el investigador no puede controlar, por ejemplo el
hecho de que procedian de diferentes frutas asi como de diferentes procesos de elaboracion de
acuerdo a cada marca analizada. Se debe considerar ademas, que en el caso del jugo de naranja
natural es el Unico citrico en el grupo de jugos naturales. Los jugos naturales presentaron un

intervalo de confianza muy amplio en la determinacién de vitamina C, probablemente debido a



que esta vitamina es oxidada durante el procedimiento de elaboracion y tiempo de

almacenamiento (43).

En general, el jugo de naranja natural fue mejor que el resto de jugos con relacion a la
actividad antioxidante en los tres pardmetros determinados, siguiendo los jugos con aditivos los

cuales también mantuvieron cierta capacidad antioxidante.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, se puede inferir que la capacidad
antioxidante total que recibird una persona al ingerir un vaso de jugo de naranja natural (250 ml)
es equivalente a la que obtendria si bebe cuatro vasos de jugo de pifia con aditivos (1,000 ml). En
el caso del jugo de manzana natural, del cual no se pudo determinar su valor de ICsy (>2,000 pl),
seria necesario consumir mas de 168 vasos para obtener una cantidad equivalente de

antioxidantes.

Los aditivos consignados en los jugos analizados en esta investigacion, deben de cumplir con
la norma COGUANOR 34 192 la cual indica que los aditivos utilizados se pueden emplear para
conservar la calidad nutricional del alimento, aumentar la calidad de conservacion o estabilidad de
un alimento y proporcionar ingredientes o constituyentes a los alimentos. Algunos aditivos
presentes en los jugos tienen diferentes funciones actuando como conservadores (benzoato y
sorbato de potasio), surfactantes (dcido citrico), antioxidantes (dcido ascérbico, acido citrico) y
colorantes (B-caroteno). Estos aditivos no pueden exceder ciertas concentraciones ya que pueden
causar efectos adversos, tal es el caso de los surfactantes, los cuales en concentraciones arriba de
las permitidas puede causar efecto laxante. La mayoria de conservadores utilizados en la
industria son derivados o pueden formarse a partir de compuestos fendlicos (ver anexo No. 5),
debido a lo anterior los jugos con aditivos tienden a tener mayor cantidad de fenoles que los jugos

naturales (43).

También se deben mencionar las ventajas y desventajas que tienen los jugos analizados con

respecto a otros factores. Uno de ellos es la disponibilidad y el precio de los jugos; siendo el jugo



de naranja con aditivos el que se encuentra mas disponible en el mercado, mientras que el jugo
natural del mismo sabor no se encuentra disponible en la mayoria de lugares, posiblemente por su
reducida vida de anaquel y porque su precio es tres veces y media (3.5) mas alto que los jugos
del mismo sabor que contienen aditivos. En el caso de los demas jugos con aditivos se observo
que presentan mejor capacidad antioxidante total sobre todo en el de uva, el cual presenta
elevada cantidad de fenoles totales y su vida de anaquel es mas larga que la de naranja natural,
por lo que su consumo no se ve restringido (ver anexo No.6). La temperatura de almacenamiento
podria ser otro factor muy importante ya que la mayoria de jugos con aditivos no necesitan

refrigeracion y los naturales si.

En general este trabajo demostr6 las propiedades antioxidantes de los jugos de fruta
producidos industrialmente; de estos, los jugos de naranja con aditivos y natural presentaron los
mayores valores, por lo que representan una buena alternativa para la obtencion de sustancias
antioxidantes por medio de productos alimenticios que forman parte de la dieta de un sector
considerable de la poblacion. Estos se encuentran disponibles permanentemente en el mercado y
tienen un precio accesible, por el contrario, algunas frutas solo estan disponibles en ciertas épocas

del afio.



IX. CONCLUSIONES

El jugo que mayor actividad antioxidante total presento6 fue el de naranja natural.

El jugo de manzana present6 el valor minimo de contenido de actividad antioxidante

total, de fenoles totales y de vitamina C.

El jugo de uva con aditivos fue el que presentd mayor cantidad de fenoles totales.

La actividad antioxidante total en el jugo de uva con aditivos esta determinada en

mayor cantidad por los fenoles totales.

Los jugos de fruta que provienen de citricos fueron los que mayor vitamina C

presentaron.

En las condiciones en que se realizo este estudio, la presencia o ausencia de aditivos no

influyen en la capacidad antioxidante total que presentan los jugos.



X. RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar los resultados de este trabajo en actividades que den a conocer las
bondades de los jugos de fruta como fuente de sustancias antioxidantes, con lo que se

estara contribuyendo a promover su consumo.

Se recomienda la centrifugacion de los jugos de fruta, previamente a su analisis, con lo
que se estaran evitando las interferencias en las mediciones Opticas y la sedimentacion de

las muestras.

Se recomienda realizar otras investigaciones en las que se incluya un mayor niamero de
muestras, para establecer si existen diferencias en la capacidad antioxidante de jugos de

distintos sabores y marcas.
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XI1. ANEXOS



Anexo 1

Definiciones:

Néctares: Producto constituido por el jugo y la pulpa de la fruta, finamente dividida y
tamizada, adicionada de agua potable, azlcar y si es necesario de un acido organico
apropiado; convenientemente preparado y sometido a un tratamiento adecuado que

asegure su conservacion en envases herméticos (Coguanor 34107).

Bebidas de frutas: Son liquidos resultantes de la presion de las frutas frescas o
parcialmente fermentadas, que se obtienen exprimiéndolas o mojandolas. También se
pueden obtener a partir de concentrados de jugos de fruta por dilucidon con agua. Estos
liquidos han de estar elaborados con jugo de frutas, sabor artificial de frutas, agua
potable o mineral, azucar, preservantes y otros productos autorizados segin las normas

de cada pais.

Kukitos: Se le llama a todo aquel producto envasado en bolsa flexible de material
pléastico, es conocido popularmente con otros nombres tales como ‘“cuquito”,

“topogigio” o “topoyio”, etc (Coguanor NGO-34215).



Anexo 2

Lugares de Muestreo

e Grupo 1
A Paiz Pradera
B Hiper Paiz Puerta Parada

e Grupo 2
C Hiper Paiz Roosevelt
D Paiz San Cristobal

E Paiz Montserrat

F Hiper Paiz Metro Norte



Anexo 3

Disefio de muestreo

SABOR MARCA A B C D E F

Naranja 001 X X
Naranja 002 XX

Uva X X
Toronja X X
Manzana X X
Naranja 003 X X

Uva 004 X X
Manzana X X
Naranja 005 X X
Naranja 006 X X
Naranja 007 X X
Toronja XX X

Pina X X
Naranja XX

Natural




Anexo 4

Dia de A B C D F
Muestreo
Dia 1 Naranja
001
Toronja
002
Manzana
002
Naranja
005
Dia 2 Uva 002
Naranja
003
Uva 004
Naranja
006
Dia 3 Naranja  Naranja
003 002
Naranja  Naranja
007 002
Dia 4 Manzana
004
Toronja
007
Toronja
007
Pifia 007
Dia 5 NaranjaN  Uva 002
007 Toronja
NaranjaN 002
007
Dia 6 Manzana  Naranja
002 001
Manzana
004
Naranja
005
Dia 7 Uva 004
Naranja
006
Naranja
007

Pifia 007







Anexo No. 5

a). Aditivos presentes en los jugos de fruta

Saborde MezclaA MezclaB MezclaC Acido Benzoato Vitamina
Jugos Citrico C
Naranja 2 2 2 2 4
Uva 2
Manzana 2
Toronja 2 2
Pifia 2

Mezcla A: Ac. Citrico, Ac. Ascorbico, Benzoato, Sorbato de potasio y betacaroteno.

Mexcla B: Ac. Citrico, vitamina C y betacaroteno.
Mezcla C:  Ac. Citrico, Ac. Ascorbico, Benzoato, Sorbato de potasio.

Fuente: Etiquetas de los jugos muestreados en esta investigacion.

b). Estructura del Benzoato de Sodio conservante

0
"
I::"'--.

M 3



Anexo No. 6

Tabla con fechas de vencimiento de los jugos de fruta muestreados en esta investigacion

Muestra Fecha de Compra Fecha de Vencimiento
Naranja 001 25/09/02 26/10/02
10/10/02 01/12/02
Naranja 002 1/10/02 (2) 14/03/03
18/02/03
Naranja 003 29/09/02 27/09/02
1/10/02 20/12/03
Naranja 005 25/09/02 03/10/02
10/10/02 26/10/02
Naranja 006 26/09/02 04/10/02
15/10/02 2010/02
Naranja 007 1/10/02 23/10/02
15/10/02 14/10/02
Naranja Natural 007 8/10/02 (2) 06/10/02
Uva 002 26/09/02 10/10/03
8/10/02 10/10/03
Uva 004 26/09/02 31/07/04
15/10/02
Manzana 002 25/09/02 24/09/03
10/10/02 18/10/03
Manzana 004 03/10/02 27/10/02
10/10/02 20/10/02
Toronja 002 25/09/02 17/04/03
08/10/02 17/04/03
Toronja 007 03/10/02 (2) 10/10/02
27/09/02
Pina 007 03/10/02 23/10/03
15/10/02 19/10/02

Fuente: Etiquetas de los jugos muestreados en esta investigacion.



Anexo No. 7

Actividad antioxidante total y contenido de fenoles totales y vitamina C en jugos de frutas

Muestra Actividad antioxidante Total Fenoles Totales Vitamina C
1Cso (ul) (ug Eqg. Ac. Gal /ml) (mg/L)

Naranja 001

23.2 13.9 762.7 797.2 466.7 621.7
Naranja 002

23.0 19.9 814.2 1086.1 257.1 265.1
Naranja 003

19.6 20.3 851.2 1328.3 404.0 378.4
Naranja 005

40.9 31.8 410.2 3344 307.4 255.2
Naranja 006

34.2 30.8 413.5 353.0 272.7 237.5
Naranja 007

46.3 33.8 462.9 664.0 208.3 232.7
Naranja Natural 007

13.0 10.8 892.4 1363.5 881.1 963.4
Uva 002

16.9 16.0 1501.4 1432.6 16.8 44.9
Uva 004

33.8 30.2 608.6 481.0 15.0 14.5
Manzana 002

58.0 28.4 755.3 1019.1 14.5 26.2
Manzana 004

>2000.0 >2000.0 103.1 109.1 9.0 9.3

Toronja 002

22.5 27.2 734.8 570.9 312.2 334.4
Toronja 007

33.6 28.3 1505.1 1019.2 190.6 252.0
Pina 007

57.3 40.5 512.7 483.8 223.1 188.2

Fuente: Datos obtenidos en esta investigacion



Anexo No. 8

Fechas y lugares de compra de jugos de fruta incluidos en el estudio

Muestra

Fechay Lugares* de Muestreo

Naranja 001
Naranja 002

Naranja 003
Naranja 005
Naranja 006
Naranja 007
Naranja Natural 007

Uva 002

Uva 004
Manzana 002
Manzana 004
Toronja 002
Toronja 007

Pifia 007

25-9-02

25-9-02

25-9-02

25-9-02

B

26-9-02

26-9-02

26-9-02
26-9-02

C
1-10-02

2)
1-10-02

1-10-02

D E
10-10-02
10-10-02
8-10-02
2)
8-10-02
10-10-02
3-10-02  10-10-02
8-10-02
3-10-02
)
3-10-02

15-10-02
15-10-02

15-10-02

15-10-02
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RESUMEN

El presente trabajo se realizdo con el objetivo de determinar las propiedades antioxidantes de jugos de frutas producidos
industrialmente, disponibles para su consumo en el area metropolitana de la ciudad de Guatemala. Se incluyeron en la
investigacion 28 jugos adquiridos en seis supermercados del area metropolitana de la Ciudad de Guatemala; estos incluyeron
establecimientos medianos y grandes, a donde asisten personas de baja, mediana y alta capacidad de consumo aparente. Las
muestras analizadas incluyeron 14 jugos sabor de naranja, 4 de uva, 4 de manzana, 4 de toronja y 2 de pifia, colectados en un
lapso de 5 semanas en los meses de septiembre y octubre 2002. La capacidad antioxidante total se expresé como ICsg, que es el
volumen de jugo que consume el 50% del radical a,o—difenil-B—picrilhidrazilo (DPPH); para conocer en forma general la
naturaleza de los compuestos que confieren esta actividad se determiné el contenido de fenoles totales por la reaccion de Folin
Ciocalteu y vitamina C mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Todos los jugos analizados presentaron
actividad antioxidante, las que variaron en un amplio rango. El jugo que mayor actividad antioxidante present6 fue el de naranja
natural con un ICsy del12 pl, un contenido de fenoles totales de 1.13 mg de Equivalentes de Acido Galico / ml y 922 mg/L de
vitamina C. El jugo de menor actividad antioxidante fue el jugo de manzana natural, del que se estimé un ICso >de 2,000 ply se
determinaron 0.11 mg de Equivalentes de Acido Gélico/ ml y 9 mg/L de vitamina C. Los resultados se presentan agrupando los
datos de acuerdo a los cinco sabores estudiados y de acuerdo a la presencia o ausencia de aditivos.

I. INTRODUCCION

Entre los alimentos que poseen mayor cantidad de
antioxidantes se encuentran las frutas y hortalizas;
éstas por su caracter estacional, estan disponibles
unicamente en época de su cosecha. Actualmente
existe una variedad de bebidas (jugos naturales, jugos
procesados y néctares) producidos industrialmente a
partir de frutas y hortalizas. Los jugos han llegado a
constituirse en una alternativa al consumo de los
respectivos vegetales frescos, debido a que estos
ultimos no estdn disponibles todo el afio o por la

El cuerpo humano genera radicales libres, los cuales
son moléculas que contienen uno o mas electrones no
apareados, por lo que son moléculas muy reactivas.
Los radicales libres se producen en la mayor parte de
las células corporales como subproductos del
metabolismo; asi mismo, se forman por una serie de
reacciones, las cuales pueden ser inducidas por estrés,
contaminacion, mala alimentacion, tabaco, farmacos

y drogas, entre otros (1).

Los antioxidantes neutralizan y previenen la
oxidacion causada por los radicales libres, creando un
equilibrio para evitar que los mismos causen dafio a
las biomoléculas y destruccion celular (2). Los
antioxidantes naturales endogenos son aquellos que
se producen en el organismo; incluyen una serie de
sistemas enzimaticos que llevan a cabo un sin fin de
reacciones bioquimicas. También se pueden obtener
antioxidantes exogenos en la dieta. El consumo
constante de sustancias antioxidantes ha sido
relacionado con la disminucion del riesgo de sufrir
enfermedades cronicas degenerativas (3-4).

sencilla razén que su sabor y su presentacion los hace
atractivos, especialmente para los sectores mas
jovenes de la poblacion.

El objetivo de esta investigacion fue determinar la
capacidad antioxidante de los jugos de fruta
producidos industrialmente y que se encuentran
disponibles para su consumo en el area metropolitana
de la Ciudad de Guatemala. La actividad
antioxidante total se determind por la prueba del
o, o—difenil-B—picrilhidrazilo (DPPH), el contenido
de fenoles totales por la reaccion de Folin Ciocalteu
y vitamina C mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).



Il. METODOLOGIA

Muestra. 28 jugos colectados en seis
establecimientos de autoservicio (supermercados) del
area metropolitana de la Ciudad de Guatemala; se
incluyeron establecimientos medianos y grandes, a
los que asisten personas de baja, mediana y alta
capacidad de consumo aparente. Los jugos
analizados incluyeron 14 jugos de sabor naranja, 4 de
uva, 4 de manzana, 4 de toronja y 2 de piia,
colectados en un lapso de 5 semanas en los meses de
septiembre y octubre 2002. La colecta se realizod
mediante una lista previamente elaborada, en la que
se indicaba el sabor y el establecimiento a ser
muestreados.  Un jugo de la presentacion mas
pequeiia disponible se eligi6 al azar entre los de su
tipo, comprobando que la fecha de vencimiento no
hubiese expirado. Los jugos mantenidos en
refrigeracion en el expendio fueron transportados en
hieleras, los que estaban expuestos a temperatura
ambiente se transportaron en bolsas plasticas “de
compra”. Las muestras fueron analizadas el mismo
dia de su colecta.

Procesamiento de la muestra. Las muestras se
centrifugaron por 10 minutos a 3,000 RPM. Cuando
fue necesario, los jugos se diluyeron previamente a su
analisis usando metanol para las muestras analizadas
mediante la prueba del DPPH o de Folin Ciocalteu.
Las muestras para el analisis de vitamina C por HPLC
fueron diluidas con una mezcla 95:5 de buffer de
fosfatos pH 3 y metanol —fase mévil-. En caso de
jugos con poca actividad antioxidante, estos se
concentraron bajo corriente de nitrogeno y bafio de
Maria a 50-60 °C.

Determinacion de capacidad antioxidante total por
el método de a,a—difenil-p—picrilhidrazilo
(DPPH). 100 pl de jugo se mezclaron con 2.9 ml de
37.8 ppm de DPPH disueltos en una soluciéon de
metanol-buffer de acetatos 0.1 M a pH 6 (1.9:1). La
mezcla se dejo reaccionar 30 minutos en la oscuridad
a temperatura ambiente. Se determind la absorbancia
a 517 nm al inicio y al final de la incubaciéon. Se
ajustd la concentraciéon del jugo para calcular el
volumen de éste que causaba la disminucion del 50%
de absorbancia (ICsg). La determinacion se realizd
por triplicado (5).

Determinacién de los Fenoles Totales por el
método de Folin Ciocalteu. 50 ul de jugo se
hicieron reaccionar con 5.15 ml de reactivo de Folin
diluido (1:12.9) con Na,COj; (1.68%, p/v) a 90-100
°C por un minuto. El procedimiento se efectud
también con 100 pl de jugo. Después que la mezcla

alcanz6 temperatura ambiente, se midi6 la
absorbancia a 765 nm. Como curva se analizaron de
la misma forma soluciones patréon de 5 a 100 mg de
acido galico (equivalente de miligramo de acido
galico o mg Eq. Ac. Gal.).

Determinacion de la vitamina C por HPLC. 20 ul
de jugo se inyectaron en un sistema de HPLC con una
columna Cg (LiChrospher 100, 5 um, Merck), de
12.5 mm por 4 mm DI; el andlisis se efectué con
elucion isocratica (8 ml/min de buffer de fosfatos pH
3-metanol; 95:5), y deteccion a 265 nm. La curva
patron se generd con el analisis similar de acido
ascorbico (50-300 pg/ml).

I11. RESULTADOS

Las 28 muestras incluidas en este estudio,
correspondian a 5 sabores (naranja, uva, manzana,
toronja y pina) y 7 marcas distintas. En la tabla No. 1
se muestran los promedios, desviaciones estandar y
los rangos de los resultados obtenidos; los jugos de
cada sabor se clasificaron en dos grupos: “naturales”,
en cuya etiqueta no se indicaba el uso de aditivos, y
““con aditivos™, cuando si se indicaba su presencia.
El jugo de naranja natural es el que presenta mayor
actividad antioxidante total (ICso = 12 pl), el jugo de
manzana natural la menor actividad (ICsy > 2,000 pl).
En cuanto a fenoles totales, los jugos de uva con
aditivos y el de naranja natural presentaron los
mayores contenidos (1,467 y 1,128 pg Eq de Ac. Gal.
/ ml, respectivamente); el jugo con el menor
contenido fue el de manzana natural (106 pg Eq de
Ac. Gal. / ml). El jugo de naranja natural tuvo las
concentraciones mas altas de vitamina C (922 mg/L)
y el de manzana natural las mas bajas (9 mg/L).

La forma en que se dispersaron los valores para cada
uno de los parametros determinados se muestra en la
grafica No. 1 (presentada en la pagina posterior a la
de las tablas), en la que cada uno de los valores se
plotearon en grupos que corresponden a los de la
tabla No. 1 (grupos de datos por sabor y si son
naturales o con aditivos).

En la tabla No. 2 se presentan los intervalos de
confianza (confiabilidad 99%) de los tres parametros
actividad antioxidante total, fenoles totales y vitamina
C; de los jugos naturales y los jugos con aditivos.
Los intervalos de actividad antioxidante total de los
jugos naturales y con aditivos fueron muy similares
entre si; los intervalos de fenoles totales y vitamina C
fueron muy amplios.



Tabla No. 1

Valores de la actividad antioxidante total y del contenido de fenoles totales y vitamina C en jugos de frutas

muestreados (N=28)

Actividad Antioxidante Fenoles Total Vitamina C
Total Eq Acido Gélico (ng
Muestra (1C50ul) /ml) (mg/L)
Naranja con aditivos 29.5+10.1 689.8+311.8 325.6+ 121.8
n=12 (13.9 - 46.3) (413.5 - 1363.5) (208.3 — 621.7)
Ej;anja natural 119+ 1.6 1127.94 582 922.2 +58.2
(10.8 - 13.0) (892.4 — 1363.5) (881.1 - 963.4)
U diti
oy COmAdHves 165+ 0.6 1466.9+ 48.6 30.8419.9
(16.0 - 16.9) (1432.6 - 1501.4) (16.8 — 44.9)
E;’; natural 32.0+2.6 544.8 +90.2 156+ 1.6
(30.2 - 33.8) (481.0 — 608.6) (14.5 - 15.0)
rl\iaznzana con aditivos 4324209 887.1 + 186.5 203 +8.3
(28.4 - 58.0) (7553 — 1019.0) (14.5-26.2)
Ilz/iaznzana natural ;IE; 106.1 £4.2 (g(l) f (9);)
(103.1 -109.0) 07
Eﬁf{’ma con aditivos 279+ 4.6 957.5 £ 409.4 2723 £ 64.6
(22.5 - 33.6) (570.9 — 1510.1) (190.6 — 334.4)
E‘:nza con aditivos 489+ 11.9 498.3 +20.4 205.6+ 24.7
(40.5 - 57.3) (483.8-512.7) (188.1-223.1)

'valores minimos y méaximos

2 nd= no determinado, el ICs, se estimo > 2,000 pl

Tabla No. 2
Intervalos de confianza con un nivel del 99% de confiabilidad de la actividad antioxidante total, del contenido
de fenoles totales y vitamina C de los jugos con aditivos y jugos naturales (N=28)

Actividad Antioxidante Fenoles Total Vitamina C
Total Eq Acido Galico (ng
Muestra (1C50pl) /ml) (mg/L)
111‘5605 naturales 10.2-33.7 109.2 - 1076.7 0-786.2
Jugos con aditivos 18.0-42.3 436.5-1214.2 103.6 - 397.2

n=22




Grafica No.1. Dispersion intrarrangos de actividad antioxidante total (a), contenido de fenoles totales (b) y
contenido de vitamina C (c). Cada valor se muestra como un punto
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IV. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio se determind la actividad
antioxidante de los jugos de frutas disponibles en
supermercados del area metropolitana de la Ciudad de
Guatemala.  Se incluyeron 28 jugos de fruta
elaborados a partir de concentrados o jugos de fruta
naturales, cuya fecha de vencimiento era mayor de
tres dias, con un tipo de empaque sélido. Las
muestras analizadas incluyeron jugos de cinco
diferentes sabores: 14 de naranja, 4 de uva, 4 de
toronja, 2 de pifia y 4 de manzana. Estos se
colectaron de 6 establecimientos de conveniencia
(supermercados), ubicados en tres diferentes zonas
del area metropolitana, a donde asisten personas de
distinta capacidad aparente de consumo.

Los métodos de determinacion de actividad
antioxidante total y determinacion de fenoles totales
utilizados en  esta investigacion  fueron
estandarizados por Caballeros, quien optimizd los
métodos de DPPH y Folin-Ciocalteu; mientras que el
método de determinacion de vitamina C se utilizo en
la investigacion de Barahona y colaboradores (5, 6).
Estos métodos han demostrado confiabilidad y
sensibilidad en las mismas condiciones que las
empleadas en esta investigacion. Por la naturaleza de
las muestras, se introdujo una pequefia variacion
consistente en la centrifugacion de los jugos
previamente a su analisis, con lo que se evitd la
turbidez y sedimentacion.

La variedad de sabores y marcas, y el nimero de
muestras de cada uno no permitié la presentacion de
resultados para cada sabor y marca; se decidio
agrupar los datos de cada sabor, separando aquellos
en los que no se indica el uso de aditivos —naturales-
y aquellos en los que si se utiliza —con aditivos-.

Con informacion del etiquetado, se establecid que los
aditivos mas utilizados fueron: acido citrico, acido
ascorbico, vitamina C, sorbato de potasio, 3-caroteno
y benzoato de sodio, entre otros; el de naranja tenia
una combinacion de hasta cuatro diferentes aditivos y
el resto tiene uno o dos aditivos.

El jugo de naranja natural fue el que presenté mayor
actividad antioxidante total (12 pul); el jugo con menor
actividad antioxidante total fue el jugo de manzana
natural (>2,000 pl). Este valor estimado de ICs, del
jugo de manzana podria deberse a los procesos de
autooxidacion que sufre la manzana al ser
manipulada, lo que evidencid por el pardeamiento
que sufre esta fruta. Los rangos de actividad
antioxidante total del jugo de naranja natural fueron
bastante estrechos (11 — 13 pl), al igual el rango para

el jugo de uva con aditivos (16 — 17 pl).  En cuanto
a fenoles totales, el que presentd mayor cantidad fue
el de uva con aditivos (1,467 pg Eq de Ac. Gal. / ml).

Estudios realizados por Caballeros, indicaron que la
uva fue uno de los frutos que mayor cantidad de
fenoles tiene (34). EI jugo que menor cantidad de
fenoles presentd fue el de manzana natural (106 pg
Eq de Ac. Gal. / ml). La vitamina C se encontrd
abundante en el jugo de naranja natural (922 mg/L),
no observandose lo mismo con el de manzana y uva
los cuales presentaron valores muy por debajo de los
demas valores (9-20 y 16- 31 mg/L, respectivamente)
lo anterior se puede explicar ya que la naranja fue el
unico obtenido a partir de citricos en esta muestra de
jugos. Los jugos de frutas, a excepcion del jugo de
naranja natural y el jugo de toronja, presentaron
niveles muy bajos de vitamina C probablemente
porque la vitamina ya ha sido oxidada; es por ello
que la mayoria de jugos obtenidos industrialmente
son enriquecidos con este tipo de antioxidante que
sirve no solo para enriquecer sino también como
estabilizante (7). Debido a lo anterior, en la medicion
de vitamina C se prepararon y analizaron soluciones
patron de mayor concentraciéon a las utilizadas en
investigaciones anteriores (6).

Los intervalos de confianza calculados para los jugos
de fruta en general (ver tabla No. 2), fueron muy
amplios para los fenoles totales y vitamina C, esto
puede explicarse por el hecho de que el analisis se
realiz6 con jugos tanto con aditivos como naturales.
En esta variabilidad también entran en juego otros
factores que el investigador no puede controlar, por
ejemplo el hecho de que procedian de diferentes
frutas asi como de diferentes procesos de elaboracion
de acuerdo a cada marca analizada. Se debe
considerar ademads, que en el caso del jugo de naranja
natural es el unico citrico en el grupo de jugos
naturales. Los jugos naturales presentaron un
intervalo de confianza muy amplio en la
determinacion de vitamina C, probablemente debido a
que esta vitamina es oxidada durante el
procedimiento de elaboracion y tiempo de
almacenamiento (7).

En general, el jugo de naranja natural fue mejor que
el resto de jugos con relacion a la actividad
antioxidante en los tres parametros determinados,
siguiendo los jugos con aditivos los cuales también
mantuvieron cierta capacidad antioxidante.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio,
se puede inferir que la capacidad antioxidante total
que recibira una persona al ingerir un vaso de jugo de
naranja natural (250 ml) es equivalente a la que



obtendria si bebe cuatro vasos de jugo de pifia con
aditivos (1,000 ml). En el caso del jugo de manzana
natural, del cual no se pudo determinar su valor de
ICs0 (>2,000 pl), seria necesario consumir mas de 168
vasos para obtener una cantidad equivalente de
antioxidantes.

Los aditivos consignados en los jugos analizados en
esta investigacion, deben de cumplir con la norma
COGUANOR 34 192 la cual indica que los aditivos
utilizados se pueden emplear para conservar la
calidad nutricional del alimento, aumentar la calidad
de conservacion o estabilidad de un alimento y
proporcionar ingredientes o constituyentes a los
alimentos. Algunos aditivos presentes en los jugos
tienen diferentes funciones actuando como
conservadores (benzoato y sorbato de potasio),
surfactantes (acido citrico), antioxidantes (acido
ascorbico, acido citrico) y colorantes (p-caroteno).
Estos aditivos no pueden exceder ciertas
concentraciones ya que pueden causar -efectos
adversos, tal es el caso de los surfactantes, los cuales
en concentraciones arriba de las permitidas puede
causar efecto laxante. La mayoria de conservadores
utilizados en la industria son derivados o pueden
formarse a partir de compuestos fendlicos , debido a
lo anterior los jugos con aditivos tienden a tener
mayor cantidad de fenoles que los jugos naturales (7).

También se deben mencionar las ventajas y
desventajas que tienen los jugos analizados con
respecto a otros factores. Uno de ellos es la
disponibilidad y el precio de los jugos; siendo el jugo
de naranja con aditivos el que se encuentra mas
disponible en el mercado, mientras que el jugo natural
del mismo sabor no se encuentra disponible en la
mayoria de lugares, posiblemente por su reducida
vida de anaquel y porque su precio es tres veces y
media (3.5) mas alto que los jugos del mismo sabor
que contienen aditivos.  En el caso de los demas
jugos con aditivos se observd que presentan mejor
capacidad antioxidante total sobre todo en el de uva,
el cual presenta elevada cantidad de fenoles totales y
su vida de anaquel es mas larga que la de naranja
natural, por lo que su consumo no se ve restringido.
La temperatura de almacenamiento podria ser otro
factor muy importante ya que la mayoria de jugos con
aditivos no necesitan refrigeracion y los naturales si.

En general este trabajo demostrd las propiedades
antioxidantes de los jugos de fruta producidos
industrialmente; de estos, los jugos de naranja con
aditivos y natural presentaron los mayores valores,
por lo que representan una buena alternativa para la
obtencion de sustancias antioxidantes por medio de
productos alimenticios que forman parte de la dieta

de un sector considerable de la poblacion. Estos se
encuentran disponibles permanentemente en el
mercado y tienen un precio accesible, por el
contrario, algunas frutas solo estan disponibles en
ciertas épocas del afio.

V. CONCLUSIONES

En conclusion el jugo que mayor actividad
antioxidante total presentd fue el de naranja natural
(12 pl) a diferencia del jugo de manzana natural el
cual fue el que presento el valor minimo de actividad
antioxidante total, fenoles totales y vitamina C
(>2,000 pl, 106 pg Eq Acido Galico /ml) y 9 mg/L
respectivamente). El jugo de uva fue el que presentd
mayor cantidad de fenoles totales, determinando éste
ultimo en su mayoria la actividad antioxidante total
del jugo. El contenido de vitamina C fue mayor en
aquellos jugos provenientes de citricos (naranja,
toronja y pifia). En las condiciones en que se realizd
este estudio, la presencia o ausencia de aditivos no
influyen en la capacidad antioxidante total.

VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar otras investigaciones en las
que se incluya un mayor niimero de muestras, para
establecer si existen diferencias en la capacidad
antioxidante de jugos de distintos sabores y marcas.

Se recomienda utilizar los resultados de este trabajo
en actividades que den a conocer las bondades de
los jugos de fruta como fuente de sustancias
antioxidantes, con lo que se estara contribuyendo a
promover su consumo.
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