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Resumen:

Estudios epidemiologicos han observado una asociacidn consistente entre el
consumo de frutas y hortalizas y un menor riesgo de sufrir enfermedades cronicas como el
cancer y las enfermedades cardiovasculares. Hay pruebas de que gran parte del potencial
beneficioso para la salud de estos alimentos de origen vegetal puede provenir de su
contenido en compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes y no designados como
nutrientes tradicionales. Los frutos rojos como fresas, granadas, frambuesas y grosellas y
morados-azulados como uvas, arandanos y moras son frutos ricos en compuestos fenolicos,
entre los que destacan las antocianinas que les otorgan su color caracteristico. No obstante,
estos frutos son estacionales y muy perecederos, por lo que sélo estan disponibles en el

mercado durante un tiempo muy corto.



Una de las tecnologias de conservacién prolongada de frutos es la deshidratacion
parcial, en este trabajo se estudia la influencia de dicho método sobre el contenido en
compuestos bioactivos, antocianos y fenoles, asi como se realiza una identificacion y
cuantificacion de los antocianos individuales en dichos frutos. Los resultados obtenidos
muestran que frutos como la grosella son muy éptimos para la conservacién mediante el

método estudiado.

Abstract:

Epidemiological studies have found a consistent association between consumption
of fruits and vegetables and reduced risk of chronic diseases such as cancer and
cardiovascular disease. There is evidence that much of the potential health benefit of these
plant foods may come from the content of bioactive compounds with antioxidant properties
and not designated as traditional nutrients. Red fruits like strawberries, pomegranates,
raspberries and currants and blue-purple grapes, blueberries and blackberries fruits are
rich in phenolic compounds, among which are the anthocyanins that give them their
characteristic color. However, these fruits are seasonal and highly perishable, so they are
only available in the market for a very short time.

One of the technologies of prolonged preservation of fruits is the partial dehydration,
in this work the influence of this method on the content of bioactive compounds,
anthocyanins and phenols is studied, as well as an identification and quantification of
individual anthocyanins is done in such fruits . The results show that fruits such as currants
are optimal for preservation by the method studied.

Fuente: Google Translator
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1. INTRODUCCION

1.1. FENOLES Y ANTOCIANINAS: ESTRUCTURA QUIMICA Y FUNCIONES EN LAS
PLANTAS

Los polifenoles son uno de los grupos mas abundantes y ubicuos de
metabolitos secundarios de las plantas, que se encuentran en una amplia serie de
frutos y hortalizas (Perez-Jimenez et al.,, 2010). Los compuestos polifenélicos son
producidos en la planta por vias biosintéticas y estan implicados en una gran
variedad de actividades fisiolégicas y ecoldgicas, apoyando diversas funciones
tales como la estructura, la pigmentacién, la polinizacién, la alelopatia, la
resistencia a patogenos y depredadores, asi como el crecimiento y el desarrollo
(Crozier et al., 2006; Jaganath and Crozier, 2009).

En las plantas los compuestos fendlicos poseen una amplia gama de
actividades bioldgicas y relacionadas con la interaccién de las plantas con su
ambiente. Asi actuan como disuasorios de herbivoros, atrayentes de polinizadores
y dispersores de semillas, en las funciones alelopaticas, etc.

Desde un punto de vista quimico, los polifenoles constituyen una clase
bastante heterogénea, caracterizada por la presencia comtn de al menos un anillo
aromatico en su estructura, vinculado con otro grupo quimico fenélico, hidroxilo,
carbonato u otro, mostrando una amplia variedad de estructuras moleculares.
Abarcan tanto compuestos de bajo peso molecular y estructuras simples (por
ejemplo, acidos fenoélicos) como de alto peso molecular y compuestos poliméricos
complejos (por ejemplo, taninos), con consecuencias obvias en términos de
solubilidad, permeabilidad de la membrana y bioactividades putativas.

Los polifenoles se clasifican generalmente en flavonoides y no flavonoides,
dependiendo de su estructura quimica. El primer grupo esta formado por una gran
familia de compuestos, subdividido en varias subclases, seis de las cuales ofrecen
una mayor relevancia en la dieta, es decir, flavonoles, flavanonas, flavonas,
isoflavonas, antocianinas, y flavan-3-oles (Crozier et al., 2009), mientras que los no
flavonoides incluyen condensados principalmente y taninos hidrolizables,
estilbenos, acidos fenélicos e hidroxicinamatos.

Dentro de dichos polifenoles, podemos definir las antocianinas como un
grupo de pigmentos naturales responsables del color rojo-azul atractivo de las
flores y de muchas frutas. Son glicésidos de polihidroxi- y polimetoxi- derivados de
2-fenil benzopirilio o sales de flavilium. Seis antocianidinas, la version aglicona de
las antocianinas, se encuentran comuUnmente en las plantas: cianidina,
pelargonidina, peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina. Los azicares mas
comunmente unidos a dichas antocianidinas son: glucosa, galactosa, ramnosa y
arabidosa (Figura N2 1).

~8~
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Algunos acidos alifaticos o aromaticos también pueden unirse al residuo del
azucar (Bridle and Timberlake, 1997; Castafieda-Ovando et al., 2009).

? 4 COH

OH
Name Ry R2
Pelargonidin (Pg) | H H
Cyanidin (Cy) OH H
Delphinidin (De) OH OH
Peonidin (Pn) OCHs; | H
Petunidin (Pt) OH OCH;s
Malvidin (Ma) OCH; | OCH;

Figura N2 1. Estructuras de las antocianinas comunes. Fuente: Jim Fang, 2015.

Las mayores concentraciones de antocianinas se encuentran en algunos
frutos rojos tipo baya, como arandanos o moras (hasta 5000 mg kg1), en las uvas
rojas (hasta 7500 mg kg1) y el vino tinto (hasta 350 mg L-1). Las granadas, coles
rojas, zanahorias purpuras, patatas purpuras y el maiz morado, también poseen un
alto contenido de antocianinas (Figura 2) (Pascual-Teresa et al., 2010; Wu et al,,
2006; Mena et al., 2011).

1.2. ESTABILIDAD DE LAS ANTOCIANINAS

El contenido en antocianinas puede variar enormemente dentro de un
cierto tipo de fruto dependiendo de la variedad, factores agrondémicos y
condiciones ambientales y, por otra parte, tanto por la degradacién como por la
formacién de productos derivados que tienen una gran influencia en el contenido
de antocianinas y en los perfiles de los alimentos y bebidas procesadas. De hecho,
la estabilidad es un elemento muy importante (y dificil) cuando se considera el
impacto de las antocianinas en la dieta sobre el organismo humano. Las
antocianinas comunes muestran la inestabilidad hacia una variedad de parametros
quimicos y fisicos, incluyendo el oxigeno, las altas temperaturas, la luz, los valores
de pH, las enzimas y las reacciones con compuestos en los alimentos o sistemas
corporales, que pueden variar las propiedades de las antocianinas (Andersen and
Jordheim, 2013).

Durante afios, el principal foco sobre las antocianinas en los alimentos se ha
fijado en la influencia que tienen sobre el color.

~9~
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En los tejidos vegetales intactos (es decir, frutas y vegetales no procesados),
las antocianinas se mantienen relativamente estables. Sin embargo, la interrupcién
del tejido durante el procesamiento de los alimentos afecta a la capacidad de
extraccion y estabilidad de dichos compuestos. Se ha sugerido que la extraccién de
las antocianinas de las bayas en forma de zumo podria estar limitada por la
interaccion de estas con macromoléculas que componen las paredes celulares
rotas, tales como; polisacaridos, taninos, y proteinas. Sin embargo, los factores que
regulan dichas interacciones aun no estan bien definidos y siguen siendo un area
de investigacién prometedora.

Por otra parte, el almacenamiento puede afectar también a la estabilidad de
las antocianinas, dando lugar a cambios de color. En los sistemas de alimentos,
ademas de ser sometidas a los equilibrios entre formas estructurales, las
antocianinas pueden participar en reacciones quimicas y enzimaticas que pueden
degradar los productos a incoloros o transformarlos en nuevas estructuras. De
hecho, la busqueda de una mejora de los métodos de procesamiento y
almacenamiento para controlar mejor las pérdidas de antocianinas o para hacer
frente a las reacciones con el fin de obtener colores mas estables y deseados,
constituye un importante desafio para la industria alimentaria.

La estabilidad y las reacciones de las antocianinas se han estudiado
particularmente en el vino tinto, en el que una gran variedad de productos
derivados de las antocianinas, se han identificado en las dos ltimas décadas como
pigmentos condensados, piranoantocianos y flavanol-antocinina, ya sean
vinculados directamente o que implican aldehidos, dimeros de antocianinas o
pigmentos xanthylium (De Freitas and Mateus, 2010). Productos similares han
sido encontrados en mas frutas y verduras (Fossen et al., 2004; Gonzalez-Paramas
et al, 2006), y en otros alimentos de origen vegetal (Tarascou et al, 2011;
McDougall et al., 2005). Algunos de estos compuestos poseen propiedades
cromaticas interesantes, mostrando una variedad de colores de naranjas a azules y
son mas resistentes a la decoloracion del color por el ataque del agua o del diéxido
de azufre, de modo que muestran una capacidad de color mayor a valores de pH
neutros y débilmente acidos que las antocianinas originales (De Freitas and
Mateus, 2010).

Las antocianinas son autorizados como aditivos alimentarios, tanto en la
Union Europea (E-163) como en los Estados Unidos, donde la Administracién de
Alimentos y Medicamentos (Food and Drug Administration o FDA) los incluye
como algo natural “Colorantes exentos de certificacion” (Andersen and Jordheim,
2013). Sin embargo, las aplicaciones de las antocianinas como colorantes de
alimentos estan seriamente limitadas debido a sus problemas de estabilidad.
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UVAS ROJAS:

7500 mg-Kg-1

BAYAS:

MORA: 4000 mg-Kg'1
GROSELLA NEGRA: 4000 mg-Kg-1
ARANDANO: 5000 mg-Kg'!
| FRESA: 750 mg:Kg?

GRANADA:
250 mg-Kg-1

i~

Ingesta alimentaria estimada: 50-60 mg-dia-1.

N

Figura 2. Fuentes dietéticas, biodisponibilidad, metabolismo y efectos ateroprotectivos de las antocianinas. Fuente: Zanotti et al., 2015.
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1.3. INGESTA Y BIODISPONIBILIDAD DE LAS ANTOCIANINAS

Debido al interés actual en las posibles asociaciones entre el consumo de
antocianinas y la promocion de la salud, la estimacion de la ingesta dietética de
antocianinas también se ha convertido en un punto de interés, de manera que se
puedan establecer relaciones adecuadas con la incidencia de enfermedades
cronicas. Es, sin embargo, dificil de calcular adecuadamente el consumo de
antocianinas (Andersen and Jordheim, 2013). Los datos precisos sobre la
composicion cualitativa y cuantitativa de las antocianinas en los alimentos y
bebidas, no estan siempre disponibles ni no son fciles de obtener debido a la gran
diversidad estructural de las antocianinas y a sus problemas de estabilidad.

Estimaciones realizadas por diferentes investigadores varian dentro de una
amplia gama, oscilando de 3 a 150 mg dia'l, dependiendo de los habitos del pais y
de la nutricion. En un célculo aproximado, se ha estimado una ingesta promedio de
antocianinas en un adulto en Europa y Estados Unidos de 10 mg-dia! (Andersen
and Jordheim, 2013). Sin embargo, se necesitan mas estudios destinados a
aumentar nuestro conocimiento sobre la composicion de antocianinas en los
alimentos que mas se consumen de diferentes paises, teniendo en cuenta que no
s6lo el consumo total es importante, sino también los perfiles cualitativos los
cuales tienen una influencia sobre los efectos en la salud.

Las frutas ricas en antocianinas se pueden dividir en tres grupos en funcion
de los tipos de agliconas de sus antocianinas: grupo pelargonidina, grupo
cianidina/peonidina y el grupo de multiples antocianidinas (Figura N2 1). Algunas
frutas contienen una antocianina predominante (Pojer et al, 2013) y son
importantes en la investigacion sobre la absorcion y beneficios en la salud de las
frutas ricas en dichos compuestos. Estos incluyen las fresas (pelargonidina-3-
glucésido), cerezas dulces (cianidina-3-rutindsido), arandanos rojos (cianidina-3-
galact6sido), etc. Por ejemplo, en las fresas se estudi6 la absorcion, metabolismo y
excrecion de pelargonidina-3-glucésido, antocianina predominante en dicha fruta
(Azzini et al,, 2010).

Las antocianinas parecen tener una biodisponibilidad baja, con
recuperaciones tipicas de < 1 % de la ingesta (Kay et al., 2005; 13. McGhie and
Walton, 2007; Manach et al, 2005). Estudios de alimentacion humana han
demostrado que, tras el consumo de productos alimenticios ricos en dichos
compuestos, las antocianinas, pero principalmente sus conjugados de fase II
(metilo, glucurénido y sulfato), alcanzan rapidamente las concentraciones
plasmaticas maximas no superando el rango nanomolar, tipico de la absorcién en
el tracto gastrointestinal superior. Sin embargo, la gran mayoria de las
antocianinas ingeridas alcanzan el intestino grueso, donde son metabolizadas por
la microbiota intestinal (Figuras N2 2 y N2 3) (De Ferrars et al., 2014; Gonzalez-
Barrio et al,, 2011; Czank et al., 2013).
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Una vez en el intestino grueso, las antocianinas se hidrolizan por la
microbiota local a través de la actividad del enzima R-glucosidasa (Avila et al,,
2009). Las agliconas resultantes se descomponen por la escisidn del anillo C3 y se
metabolizan adicionalmente en una amplia gama de componentes fendlicos y
aldehidicos. El acido protocatéquico se ha sefialado como el principal catabolito de
cianidina-3-0-glucésido en los seres humanos (Vitaglione et al., 2007). Los acidos
galo, siringico y vanilico se han identificado como los principales productos de la
degradacién de delfinidina-3-0-glucésido, malvidin-3-0-glucésido y peonidin-3-0-
glucosido, respectivamente (Gonzalez-Barrio et al, 2011; Garcia-Mufioz et al.,
2014).

1.4. BENEFICIOS SOBRE LA SALUD DE ANTOCIANINAS Y FENOLES.

En las ultimas décadas, un niimero creciente de ensayos clinicos y estudios
epidemiolégicos han atraido la atencion combinada de los nutricionistas y médicos
sobre el papel potencial de los polifenoles en la prevencién de varias
enfermedades degenerativas. Por otra parte, varias investigaciones in vitro han
tratado recientemente de investigar los mecanismos subyacentes de la accién de
estos fitoquimicos en varios cultivos celulares diferentes (Del Rio et al., 2013).

La modulacion positiva de la salud humana atribuida a los polifenoles ha
surgido de forma constante durante los afios a través de diferentes modelos in
vitro/ex vivo, en experimentos in vivo y en ensayos clinicos (Del Rio et al., 2013). Se
ha prestado atencion considerable a la investigacion del metabolismo y
biodisponibilidad de los polifenoles en el organismo humano, como un paso
esencial en la comprension de su actividad biolégica.

Tras la ingestion, los polifenoles son metabolizados después de la via de
desintoxicacion tipica y comun en xenobioéticos y drogas, a partir de la boca (Figura
N2 3). Aunque se conoce la capacidad de la saliva bucal y de la secrecién gastrica
modificando las estructuras polifendlicas nativas, se sabe que dicha capacidad es
mas bien débil (Walle et al,, 2005; Yang et al., 1999; Lee et al,, 2004; Hirota et al,,
2011) y que el primer o6rgano fuertemente implicado en la modificaciéon de
polifenoles y digestion es el intestino delgado.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), apuntaladas por Ila
aterosclerosis, representan la principal causa de muerte en las sociedades
industrializadas (Lloyd-Jones et al, 2010). Los estudios epidemioldgicos han
identificado al menos dos clases de factores de riesgo para el desarrollo de la
aterosclerosis; de comportamiento (tabaquismo, inactividad fisica, dieta poco
saludable), y metabdlico (hipertension arterial, diabetes, niveles altos de lipidos,
obesidad).
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Sin embargo, los niveles elevados de colesterol en suero se han identificado
como la fuerza impulsora fundamental para el desarrollo de la aterosclerosis, en
ausencia de otros factores de riesgo conocidos (Glass and Witztum, 2001).

En particular, el colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (LDL-C)
representa uno de los principales factores predictivos de enfermedades coronarias
del corazon. Por el contrario, varios estudios epidemioldgicos han apoyado
fuertemente la correlaciéon inversa entre los niveles de lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y el riesgo de sufrir enfermedad cardiovascular (Santos-Gallego et
al,, 2011).

Varias observaciones epidemioldgicas han relacionado la ingesta de
compuestos (poli)fendlicos con efectos ateroprotectivos en los seres humanos. En
particular, se ha observado una mejora del metabolismo de lipidos que causa una
reduccion de los factores de riesgo cardiovascular tras consumir dietas
enriquecidas con nueces, café, cacao, uvas y bayas. En esta parte de la revision,
también se han anadido granada y aceite de oliva, aunque las actividades
cardioprotectores de estos alimentos se han asociado principalmente con efectos
antioxidantes y antiinflamatorios. Sin embargo, Zanotti et al. (2015) sugieren que
estos compuestos pueden modular positivamente el metabolismo de los lipidos.
Una sintesis visual de los conocimientos actuales se proporciona en la Figura N2 4.

Varios productos dietéticos se originan a partir de las uvas, como el zumo
de uva, extractos a base de uva de semillas de uva y orujo de uva y, por supuesto, el
vino.

Estad bien establecido que el vino tinto, en particular, produce efectos
cardioprotectores. Sin embargo, el vino fue excluido de la presente discusion,
debido a los efectos potenciales de confusién del alcohol. Muchos estudios han
demostrado que todos los productos de la uva no alcohodlicos pueden producir
efectos ateroprotectivos (Dohadwala and Vita, 2009.). Uvas, especialmente las
variedades tintas, contienen cantidades significativas de antocianinas, monémeros
flavan-3-ol, proantocianidinas, acidos fendlicos (es decir, acido galico),
hidroxicinamatos, asi como niveles de trazas de resveratrol y flavonoles. La
ingestion de productos de la uva se ha asociado con una disminucién en la cantidad
de LDL (-17 %), triglicéridos (-15 %) y apoB, ademas de un posible aumento en la
cantidad de HDL (+12 %) y apoAl, tanto en sujetos sanos como en pacientes con
alto riesgo cardiovascular, como mujeres posmenopausicas, pacientes de
hemodialisis y diabéticos (Figura N2 4) (Castilla et al., 2006; Zern et al., 2005;
Vislocky and Fernandez, 2010).

Durante mucho tiempo se ha reconocido que una dieta enriquecida en
bayas tiene efectos ateroprotectores. Grandes estudios observacionales revelaron
que esto se atribuye principalmente al contenido de antocianinas de las bayas,
cuyo consumo se asocia con un efecto protector contra el infarto de miocardio
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(Cassidy et al., 2013), principalmente debido a su impacto en la rigidez arterial y
presion arterial (Jennings et al, 2012). Los estudios que evaluan los efectos
ateroprotectivos de las bayas se han realizado utilizando extractos de diferentes
tipos de bayas (Figura N2 2). En un estudio que utiliza ratas alimentadas con
arandanos, se demostr6 el impacto de derivados de acido fendlicos (Xie et al,,
2011). La ingesta dietética promedio estimada de antocianinas es de
aproximadamente 60 mg-dia-! (Figura N2 2), pero se conoce una gran variabilidad
acorde a los habitos dietéticos especificos, siendo la ingesta diaria de mas de 1 g
factible (Clifford, 2000). Una revisiéon de la literatura indica que las bayas con
mayor contenido de cianidina, tales como frambuesas negras, bayas de aronias y
arandanos Europeos, son mas propensas a producir un efecto antiinflamatorio.

Esta observacién esta vinculada a la hip6tesis de que uno o mas metabolitos
estables del acido fendlico contribuyen a los efectos antiinflamatorios de las frutas
ricas en antocianinas. Se necesitan mas estudios antes de que podamos concluir
que las frutas ricas en glucdsidos de cianidina, peonidina o pelargonidina tienen
mejores efectos antiinflamatorios. Ademas, los polifenoles de las frutas, distintos
de antocianinas, podrian contribuir a dichos efectos antiinflamatorios (Jim Fang,
2015). En resumen, este sistema de clasificacion puede facilitar la comprension de
procesos metabolicos y de absorcion de las antocianinas, asi como de los efectos en
la salud de diferentes frutas.

Por otro lado, los beneficios cardiovasculares de las granadas estan
asociados principalmente a sus actividades antioxidantes y antiinflamatorias. Sin
embargo, algunos estudios también han revelado un efecto hipolipemiante en
sujetos hipercolesterolémicos (Aviram and Rosenblat, 2012). En los animales
alimentados con zumo de granada o extractos de diferentes partes de la fruta, se
observé una reduccién en la aterosclerosis (Figura N2 4). Esto se asocié con una
cantidad reducida de lipidos en suero y con una disminucién en la absorcion de
lipidos a partir de macréfagos (Aviram et al., 2008), lo que fue confirmado en los
macrofagos de los sujetos sanos que recibieron el zumo de granada (Rosenblat et
al,, 2006).

La dieta puede ocupar un papel clave tanto en la prevencién primaria como
secundaria de la enfermedad cardiovascular aterosclerotica.

La evidencia epidemioldgica sugiere que las dietas ricas en polifenoles
pueden disminuir el riesgo de enfermedad cardiovascular mejorando los perfiles
lipidémicos. Por lo tanto, los alimentos enriquecidos con estos compuestos pueden
ser considerados como factores positivos para una dieta equilibrada y para la
promocion de la salud. Es importante tener en cuenta que los efectos beneficiosos
de estos alimentos dependen en gran medida del producto final consumido, ya que
el procesamiento y la coccion de la materia prima pueden alterar la composicidn
fitoquimica real (Zanotti et al,, 2015).
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Por otro lado, los efectos beneficiosos del consumo de antocianinas en el
riesgo cardiovascular son apoyados por la evidencia epidemiol6gica y mecanicista.
Con el fin de explorar los efectos de las bayas Vaccinium ricas en antocianinas
sobre los lipidos séricos, se realizé un meta-andlisis de ensayos controlados
aleatorios (ECA). Dieciséis estudios con 1109 sujetos fueron incluidos en dicho
meta-analisis. La heterogeneidad significativa confirmé efectos diferenciales entre
las subclases Vaccinium. El grupo de los arandanos fue significativamente superior
al placebo en la mejora de los lipidos. Ademas, los grupos de arandanos mostraban
diferencias significativas en la reduccién del LDL-C y en el aumento del HDL-C en
comparaciéon con otros tratamientos. Pero para muchos de los otros subgrupos de
comparacién, no habian pruebas suficientes para establecer conclusiones acerca
de dicha eficacia (Zhu et al., 2015).

Sin embargo, se ha demostrado que las antocianinas ejercen beneficios
sobre el perfil lipidico en muchos modelos de animales. Aunque actualmente se
desconozca que estas moléculas tengan efectos beneficiosos similares en los seres
humanos. Qin et al. (2009) también investigaron los efectos de los suplementos de
antocianinas derivadas de bayas sobre el perfil de lipidos en suero en pacientes
con dislipidemia, pudiendo concluir que la administraciéon de dichos suplementos
en los seres humanos mejoraba las concentraciones del colesterol LDL y HDL, asi
como aumentaba el eflujo de colesterol celular hacia el suero. Estos beneficios
podrian deberse a una inhibicién de la proteina de transferencia de ésteres de
colesterol en plasma.

También se ha podido observar como varios compuestos entre flavonoides,
en particular los flavan-3-oles y antocianinas, mejoran la funcién endotelial en los
estudios experimentales. Esta mejora es probable que sea mediada por una mayor
disponibilidad de la molécula de sefializacién, 6xido nitrico, la cual aumenta la
relajacion vascular del musculo liso arterial conduciendo a la vasodilatacion
(Wallace, 2011). El 6xido nitrico es sintetizado por la enzima sintasa de 6xido
nitrico, y los flavan-3-oles y antocianinas han demostrado regular positivamente la
expresion de dicha enzima y de su actividad. Ademas, se ha podido demostrar que
los compuestos de antocianidinas inhiben la enzima NADPH oxidasa endotelial, la
cual reduce la bioactividad del 6xido nitrico en el endotelio (Choi et al., 2008).
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La gran mayoria pueden resistir a condiciones
acidas en el estomago humano y pueden ser
transportados unidos a polisacaridos.
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Los polifenoles interactian con las
proteinas salivales causando astringencia.
Estos no se metabolizan en la cavidad oral.
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Los polifenoles pueden formar
complejos con las proteinas y
enzimas digestivas. Su absorcion
en el intestino delgado es limitada.

Los catabolitos del colon son
metabolizados
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Figura N2 3. Destino gastrointestinal de los polifenoles provenientes de la dieta tras su ingestion. Fuente: Zanotti et al., 2015.
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Figura N2 4. Dianas celulares de los efectos anti-aterosclerodticos de los polifenoles que contienen los alimentos. Fuente: Zanotti et al., 2015.
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Por ejemplo, las fresas son ricas en una gran variedad de fitoquimicos que
han demostrado ser bioactivos. Diferentes estudios de los compuestos individuales
de estas han demostrado que poseen: actividad contra el cancer, bloqueo de la
iniciacion de la carcinogénesis, asi como supresion de la progresion y proliferaciéon
de los tumores. Debido al poder antioxidante de los compuestos fendlicos
presentes en las fresas, el consumo de dicho fruto puede tener también un efecto
potencial a la hora de reducir el riesgo de enfermedades del corazén (Hannum,
2004).

En conclusidn, la relevancia de los estudios in vitro y en animales debe ser
confirmada en humanos en condiciones in vivo, debido a que muchos estudios
prueban cantidades de compuestos fendlicos poco realistas. Por otra parte, se han
ido evaluado mas a menudo compuestos de origen en lugar de metabolitos, a pesar
del hecho de que los compuestos originales tipicamente tienen una baja
biodisponibilidad y una eliminacién rapida a través del metabolismo y la excrecién
(Kay, 2010).

1.5. METODOS DE CONSERVACION MEDIANTE SECADO O DESHIDRATACION.

El principal objetivo que se persigue durante el procesado de los alimentos
es el de conseguir que alimentos perecederos se conviertan en alimentos mas
estables, capaces de ser almacenados durante largos periodos de tiempo. Son
numeras las tecnologias de las industrias agroalimentarias destinadas a prolongar
la conservacion de los alimentos tales como; alimentos enlatados, alimentos
congelados y alimentos deshidratados. La deshidratacién de frutas y hortalizas es
especialmente adecuada en paises con medios econémicos reducidos e
insuficientes para el procesado de alimentos, con el empleo de la congelacion y de
los procesos térmicos (Jayarman and Das Gupta, 2006).

El mercado de las frutas y vegetales deshidratados es importante en
numerosos paises en el mundo entero (Funebo y Ohison, 1998). Por ejemplo,
alrededor de 7,6 billones de ddlares fueron gastados en productos vegetales
deshidratados en Japdon durante el afio 2000 (Agencia de estadisticas de Japon,
2001). En China, la produccién de vegetales deshidratados supone 800 millones de
dolares en exportaciones, mientras que en Estados Unidos y Europa supone un
aporte econdémico de 125 y 260 millones de doélares, respectivamente (Liu et al,,
2003).

La mayoria de las frutas y hortalizas contienen mas de un 80 % de agua,
este motivo hace que estos alimentos sean facilmente perecederos. Una mala
recoleccion, transporte y almacenamiento producen grandes pérdidas (30-40 %)
entre las que se incluyen pérdidas econdémicas, fisicas y nutritivas (Salunkhe and
Desai, 1984).
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La necesidad de reducir las pérdidas que se producen durante la
postrecoleccion hace necesario el procesado de los alimentos con el fin de
aumentar su conservacion.

La deshidrataciéon se define como la operacién unitaria que convierte los
materiales liquidos, semisélidos y so6lidos en otro producto con una humedad
significativamente menor. En la mayoria de los casos, la deshidrataciéon implica la
aplicacion de energia térmica, la cual provoca la evaporacion del agua pasando ésta
a fase de vapor. Cuando un sélido humedo es sometido a deshidrataciéon suceden
dos procesos de manera simultanea: (i) transferencia de energia del ambiente para
evaporar la humedad superficial y (ii) transferencia de la humedad interna a la
superficie del sélido con la consiguiente evaporacion debida al proceso (i).

La deshidratacion es probablemente el método de conservaciéon mas
antiguo empleado por los humanos. La extraccién de la humedad previene el
crecimiento y reproduccion de los microorganismos causantes de podredumbres y
minimiza muchas de las reacciones que se producen por el alto contenido en agua
de los productos vegetales. Esta operacion unitaria conlleva una reduccién
substancial del peso, volumen y de los costes de envasado, transporte y
almacenamiento. Estas particularidades son especialmente importantes en paises
en vias de desarrollo, asi como en la carrera militar y espacial (Jayaraman and Das
Gupta, 2006).

Sin embargo, un fuerte incremento en el coste de la energia ha hecho
aumentar el interés por los métodos de deshidrataciéon en todo el mundo en los
ultimos 15 afios. Los avances que se han producido en las técnicas y en los
métodos de deshidrataciéon han puesto a disposicién en el mercado numerosos
productos deshidratados, especialmente ingredientes que se pueden re-constituir
instantaneamente, tales como frutas, verduras y hierbas aromaticas con
propiedades impensables varios afios atras. Los cambios que se han producido en
el estilo de vida de la poblacion actual, hacen necesario el empleo de este tipo de
ingredientes que combinan una gran capacidad de almacenamiento con las
propiedades beneficiosas propias de los productos vegetales.

La deshidratacion implica la aplicacion de altas temperaturas para
vaporizar y extraer la humedad de los tejidos de los vegetales. Asi, la
deshidratacién es una combinacién simultanea de calor y transferencia de masa
para la que se ha de aplicar energia. Numerosos deshidratadores y diferentes
técnicas de deshidratacién han sido descritos como los mas apropiados para cada
situacion en particular dependiendo del tipo de producto vegetal (Somogyi and
Luh, 1986). A continuacidn, se describe el método de deshidratacién empleado en
el presente estudio, asi como se citan algunos métodos alternativos.
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I e Deshidratacion con aire caliente:l

Actualmente la mayoria de productos vegetales deshidratados se producen
mediante la técnica de deshidratacion con aire caliente. Dicho método es el mas
simple y econémico de entre todos los métodos de deshidratacién empleados.

En este método, el aire caliente entra en contacto con el material vegetal
para ser deshidratado y facilitar la transferencia de masa y energia, en este
proceso tiene lugar fundamentalmente el fen6meno de la conveccién. En este
sentido, dos aspectos importantes en la transferencia de masa tienen lugar y son la
transferencia de agua de la superficie del material y la extraccion del vapor de agua
de la superficie (Salunkhe and Desai, 1984).

Para conseguir productos deshidratados de elevada calidad a un coste
razonable tiene que ocurrir una deshidratacién fundamentalmente rapida. Cuatro
factores afectan al tiempo total de deshidratacion: (i) las propiedades fisicas de los
alimentos como el tamafio y la geometria, (ii) las propiedades fisicas del aire
caliente como la temperatura, humedad y velocidad, (iii) las caracteristicas
técnicas del equipo de deshidratacion y (iv) la relacién entre la geometria de las
particulas y el aire (Holdsworth, 1971). Entre las diferentes alternativas al método
de secado o deshidratacién utilizado, se encuentran: la deshidratacién por
microondas y la liofilizacién, entre otras.

Vega-Mercado et al. (2001) consideraron el uso de las microondas como la
tecnologia de deshidratacion de cuarta generacion. En general, la deshidratacion
con MO (DMO) retne los 4 requerimientos principales para la deshidratacion de
alimentos: velocidad de operacidn, eficiencia energética, costes de la operacion y
calidad del producto deshidratado (Gunasekaran, 1999). Sin embargo, hay una
serie de limitaciones y desventajas que tienen lugar en la DMO como son la no
uniformidad del campo magnético generado, asi como un sobrecalentamiento que
pueda producir quemaduras y la aparicion de “off-flavors” o aromas o sabores no
deseados.

En el caso de la liofilizacion, es actualmente un proceso comercialmente
establecido que esta formado por un proceso que tiene lugar en dos etapas: la
primera consiste en la congelacion del agua que forma parte de los productos
vegetales seguida de un calentamiento en el producto produciendo asi la
sublimacién del agua a fase de vapor. Las ventajas de la liofilizacion son
numerosas: La contracciéon es minima, el movimiento de sdélidos solubles en el
material sélido es minimo, la estructura porosa que se crea en el material favorece
la rehidratacion y la retencion de los compuestos volatiles es elevada. Con motivo
de estas ventajas, se puede afirmar que la liofilizaciéon es el método de
deshidratacion con mayores prestaciones y mejores resultados en numerosos
productos vegetales. Sin embargo, su mayor limitacién es la aplicaciéon comercial y



Contenido en Antocianos y Compuestos Fenélicos en Diferentes Frutos Frescos y Deshidratados

Introduccion

es que son necesarios grandes capitales por el coste de las instalaciones y el
procesado.

Por lo general, todos los parametros de calidad relacionados con las frutas y
hortalizas se ven afectados por la deshidratacion. Sin embargo, el comportamiento
de los diferentes parametros esta relacionado con el método de deshidratacion y
las condiciones empleadas. A continuacién, se van a describir algunos de los
parametros de calidad que se ven afectados por la deshidratacion.

e Cambios de color debidos al proceso de deshidratacion:

Uno de los principales obstaculos con el que han chocado los ingenieros y
tecndlogos de alimentos en la deshidratacién y almacenamiento prolongado de
productos vegetales es la decoloracién que se produce debida al pardeamiento. El
pardeamiento de los alimentos puede ser de dos tipos, pardeamiento enzimatico y
no enzimatico. En el primero, la enzima polifenol oxidasa (PPO) cataliza la
oxidaciéon de los mono- y orto- difenoles para formar quinonas que se ciclan,
experimentando oxidaciones futuras, y se condensan para formar pigmentos
pardeados (melaninas).

En la deshidratacién de frutas y hortalizas, el escaldado destruye los
enzimas causantes previniendo posibles pardeamientos. El pardeamiento no
enzimatico o también conocido como reacciones de Maillard describe una serie de
reacciones entre los grupos amino y los grupos carbonilo activo, provocando
eventualmente la formacion de pigmentos poliméricos insolubles y marrones,
colectivamente conocidos como pigmentos de melanoidinas. Estas reacciones son,
por lo general, no deseables ya que aparte de provocar colores indeseados, ademas
produce cambios en el flavor y pérdidas nutricionales.

Se han descrito numerosos tratamientos para paliar estas mermas de color,
como pueden ser la adicion de sulfitos en un tratamiento previo de deshidratacion,
asi como tratamientos con cisteina, cloruro calcico. Sin embargo, existen algunas
limitaciones legales en el empleo de dichas sustancias, aunque no son objeto de
dicho trabajo.

e Cambios en la capacidad antioxidante:

Existen evidencias de que el contenido en compuestos fendlicos es el gran
responsable de la capacidad antioxidante de los vegetales (Bozin et al., 2008;
Nuutila et al., 2003; Miller et al., 2000); sin embargo, son escasas las publicaciones
existentes acerca de la influencia de la deshidrataciéon sobre los compuestos
fenolicos y consecuentemente sobre la capacidad antioxidante del vegetal tras su
procesado. El pardeamiento no enzimatico que tiene lugar en las reacciones de
Maillard ha sido asociado generalmente con una gran capacidad antioxidante
debido a la formacidn de las melanoidinas (Yen y Hsieh, 1995; Yen y Tsai, 1993).
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Dicha capacidad antioxidante es debida a las importantes propiedades
antioxidantes de los productos resultantes en las reacciones de Maillard
(Manzocco et al, 2000). Aunque el pardeamiento no enzimatico no sea un
fenémeno considerado como positivo de forma general durante el procesado de
frutas y verduras como puede ser la deshidratacién y el almacenamiento, es
probable que los cambios de color que se producen durante las deseables o
indeseables reacciones de Maillard puedan contribuir a la actividad antioxidante
del producto final (Manzocco et al., 2000).

En estudios previos sobre diferentes técnicas y condiciones de
deshidratacion llevados a cabos con fresas (Wojdyto et al., 2009) y granadas
(Calin-Sanchez et al., 2012a), se estimo la capacidad antioxidante y los polifenoles
totales obteniendo los resultados mas elevados para el caso de la fruta sin tratar.
Los frutos tratados mostraron importantes valores de capacidad antioxidante y
polifenoles totales a pesar del tratamiento térmico, este hecho se atribuyé a dos
motivos: (i) los polifenoles en un estado intermedio de oxidacion tienen una gran
capacidad antioxidante (Manzocco et al., 2000; Cheigh et al, 1995) y (ii) los
tratamientos con temperaturas elevadas pueden inducir a la formacién de
compuestos con gran capacidad antioxidante, como ocurre con los productos que
se forman en las reacciones de Maillard (Yilmaz y Toledo, 2005; Morales y Jiménez-
Pérez, 2001).
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo fue determinar la influencia de la
deshidratacién, una de las tecnologias de conservacion prolongada de frutos, sobre
el contenido de antocianinas y de fenoles totales en diferentes frutos rojos y, por
tanto, poder conocer en qué manera afectaria a sus propiedades antioxidantes y
beneficiosas para la salud.

Para la consecucién de este objetivo se empled un método de
deshidratacién parcial con aire caliente en estufa sobre 9 tipos de frutos
diferentes: arandano, frambuesa, fresa, granada Mollar, granada Wonderful,
grosella, grosella negra, mora, uva Sweet Enchantment.

Para la comprobacion de la influencia de dicho método se evaluaron
diferentes parametros relacionados con la cinética de deshidratacién y con su
contenido en compuestos bioactivos con propiedades funcionales, tanto en frutos
frescos como deshidratados:

@ Curvas de deshidratacion de los diferentes frutos estudiados.
@ Contenido en antocianos totales en frutos frescos y deshidratados.
@ Contenido en polifenoles totales en frutos frescos y deshidratados.

@ Identificacion y cuantificacién de antocianos individuales.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal.

En el presente trabajo para poder estudiar la influencia del proceso de
deshidratacion en el contenido de compuestos bioactivos, se utilizan diferentes
frutos rojos: aradndano, frambuesa, fresa, granada Mollar, granada Wonderful,
grosella roja, grosella negra, mora y uva Sweet Enchantment (Figura N2 5). Dichos
frutos fueron adquiridos en diferentes supermercados, y el formato de venta era en
cajas de plastico conservadas bajo refrigeracion (2 °C). Algunas muestras de dichos
frutos se sometian a un proceso de deshidratacion parcial, es decir, a un proceso de
secado en estufa hasta conservar, aproximadamente, un 25 % del peso con respecto
al peso inicial del fruto. Por lo que, se evaluaron muestras de material vegetal tanto
frescas como deshidratadas.

¢

ARANOANGS FRAMBUESA ERESR
GRANAOR MOUWAR. | oo nPOR  WonDRAEYL GROSEUN

o®

Groseun NEGRA

MORRA LVA S.&

Figura N2 5. Material vegetal, en fresco, empleado en el trabajo experimental. 1)
Arandano, 2) Frambuesa, 3) Fresa, 4) Granada Mollar, 5) Granada Wonderful, 6) Grosella,
7) Grosella Negra, 8) Mora y 9) Uva Sweet Enchantment. Fuente: Elaboracion propia.
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Los frutos utilizados para las distintas determinaciones de antocianos totales
por espectrofotometria, asi como para la medida del contenido fenélico por Folin,
eran frutos provenientes de la misma caja de plastico en un Unico momento de
compra. Por lo que se asume, que son frutos recolectados en la misma finca y en el
mismo momento de recoleccidn, no distinguiendo entre variedades puesto que las
bandejas no lo especificaban (a diferencia de la uva y las granadas). En cambio, los
frutos destinados a la identificacion y cuantificacion individual por espectrometria
de masas (MS) y cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) eran frutos
comprados en un momento diferente a los utilizados en el analisis anterior.

El estudio se realiza sobre este tipo de frutos porque es bien conocido el
potencial efecto beneficioso que ejercen sobre la salud humana debido al elevado
contenido en compuestos funcionales que presentan y que se estudian en el
presente trabajo experimental.

3.2. Proceso de deshidratacion con estufa de aire caliente.

Para el proceso de deshidratacion se utiliz6 una estufa con circulacién de aire
caliente (Figura N2 6). Se emplearon un numero determinado de frutos a
deshidratar, con un peso especifico. Tanto el peso como el niimero de los distintos
frutos se tuvieron en cuenta a la hora de realizar los calculos en la cinética de
deshidratacion. La colocacidn de los distintos frutos en la estufa se realizaba en una
sola capa o bandeja por tipo de fruto con el fin de que la distribucién del aire por
tipo de fruto fuese homogénea. Se realizaron minimo 4 repeticiones por fruto y la
temperatura empleada era de 60 °C con una velocidad de aire de 1,4 m/s. Las
muestras fueron deshidratadas parcialmente, es decir, hasta alcanzar un 25 % del
peso del fruto con respecto al peso inicial del mismo. Para ello, se fueron pesando
las muestras a distintos tiempos teniendo en cuenta la tara del papel de aluminio
sobre el que se encontraban en el interior de la estufa.

Figura N2 6. Estufa de secado con aire caliente utilizada en la deshidratacion de los frutos

rojos. Fuente: Elaboracion propia.
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Una vez deshidratadas, dichas muestras fueron rotuladas (M1, M2, M3, M4,
etc.). Las muestras deshidratadas pasaban a la fase de extraccidn de los compuestos
a estudiar. Con el fin de obtener unas curvas de deshidratacion completas, hubieron
muestras que se deshidrataron totalmente hasta una humedad cercana al 0 %. El
objetivo, era ver la estabilizacion final de la curva de deshidratacion de ese fruto con
el fin de completar la grafica en la que se representa la cinética de deshidratacién
con respecto al % de peso de los distintos frutos estudiados.

3.3. Determinacion de antocianos totales por espectrofotometria.

Para cuantificar los antocianos totales por espectrofotometria, el analisis se
dividi6 en dos fases. Una primera fase de extraccion de los compuestos y otra
segunda fase de determinacion de los mismos. La fase de extraccion de las muestras
a analizar fue la misma tanto para antocianos totales como para polifenoles, y se
realizaba sobre mortero a mano pues asi se consiguen extraer mejor los antocianos
y compuestos fendlicos presentes en la piel de los frutos. El proceso de extraccion
se detalla a continuacién:

1. Se tomo una cantidad de fruto a la cual se le adicion6 un volumen de
extractante en una proporcion de 7 veces el volumen del fruto. El extractante
era Metanol/Agua en una proporcién 80:20 + Fluoruro de sodio (FNa)
diluido en un 1 % de acido clorhidrico (HCI).

El FNa actia como agente antipardeante tras la rotura de las células del
vegetal y la consecuente liberacién de las enzimas de la vacuola durante el
paso siguiente y el acido permite la estabilizacién de los antocianos en el
medio.

2. El medio extractante se adicionaba poco a poco al mortero conforme se iba
machacando el fruto junto a un poco de arena de playa estéril para conseguir
un mejor rascado de la piel. Esto consigue extraer los compuestos,
principalmente responsables de la coloraciéon de dicha, para su posterior
analisis o determinacion. Una vez obtenido el extracto, se pasaba a un tubo
de centrifuga con rosca.

3. Se calibraron los tubos de centrifuga con el medio extractante haciendo uso
de una pipeta de pasteur, y se llevaron a centrifugar bajo unas condiciones
fijadas de 20 minutos, 10.000 rpm y 4 °C, con el fin de asegurar una correcta
separacion de las fases (solida/arena y liquida/extracto).

4. Unavezobtenido el extracto centrifugado, se media en una probeta de vidrio
el volumen de extracto obtenido para utilizarlo posteriormente en los
calculos del contenido total de antocianos. Posteriormente, se pasaba dicho
volumen medido a un tubo de vidrio rotulado con un nimero de muestra
determinado y tapado con rosca (Figura N2 7).
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5. En aquellas muestras que tras ser centrifugadas presentaban en el tubo de
centrifuga la arena de playa con un color oscuro, indicativo de que no se
habian extraido todas las antocianinas, se volvia a hacer una segunda
extraccién con el fin de conseguir la maxima precisién en la cuantificacion
posterior (sin pérdidas funcionales en el proceso de extraccién o con las
minimas posibles). Esta segunda extraccién se consideraba como una
muestra independiente y para ella se calculaba el contenido de antocianos
totales presentados y dicho resultado se le sumaba a la muestra del fruto
correspondiente.

Figura N2 7. Extractos obtenidos de algunas de las diferentes muestras
estudiadas. Fuente: Elaboracion propia.

Una vez acabado el proceso de extraccion de las muestras y obtenidos los
extractos, se determinaron los antocianos totales. La cuantificaciéon de dichos
compuestos se realizo por espectrofotometria, pero puesto que diferentes fuentes
bibliograficas citan distintas longitudes de onda para la medicién de dichos
compuestos sin existir un consorcio en dicho tema y puesto que cada fruto presenta
una antocianina predominante que lo caracteriza, en primer lugar, se realizd con el
espectrofotometro, modelo Uvikon XS Bio-Tek Instruments, un espectro de
absorcion maxima para determinar la longitud de onda (A, en nm) de cada muestra.
Dicho espectro es como la huella dactilar del compuesto estudiado y, con ello, nos
aseguramos de medir en el rango de longitud de onda correcto. De forma que los
espectros de absorcion para los extractos de los frutos son los mostrados en la figura
N2 8.
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Figura N2 8. Espectros de absorcion maxima de las diferentes muestras de frutos rojos estudiados. Fuente: Elaboracion propia.
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Una vez conocido el espectro de absorcién maxima de la antocianina de cada
fruto, se realiza la medida a la longitud de onda determinada en el espectro. Para
ello, se diluia cada muestra con el extractante, utilizado para hacer el blanco en el
espectrofotometro, con el fin de obtener una absorbancia comprendida entre 0y 1,
cumpliendo la Ley de Lambert-Beer.

Los resultados obtenidos para la cuantificacion de antocianinas en los
distintos frutos se han obtenido a partir de la siguiente férmula, teniendo en cuenta
la absorbancia medida, el volumen de extracto en funcion de la muestra, el factor de
dilucidn, el peso y el coeficiente de extincién molar (que en todos los casos es de
23.900), expresandolos como miligramos por cada 100 g de peso fresco y siendo la
media + SE.

ABS x (Vol.Extracto x Factor Dilucion) x 449 x 1000
Peso fruto x Coeficiente Extincion Molar

Concentracion Antocianinas =
(mg-100g1)

3.4. Determinacion de fenoles totales por el reactivo Folin-Ciocalteu.

La determinacién de los compuestos fendlicos se realizd6 por el método
analitico del reactivo Folin-Ciocalteu (Figura N2 9). En la extraccién, de acuerdo con
el protocolo de Tomadas-Barberan et al. (2001), se us6 metanol/agua (8:2) que
contenia FNa 2 mM (para inactivar la actividad polifenoloxidasa y evitar la
degradacién fenolica), como se ha explicado anteriormente, y se cuantificé por
duplicado utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu, expresando los resultados
(media + ES) como miligramos de acido galico equivalente por 100 g de peso fresco.

Figura N2 9. Medida de los fenoles totales de algunas de las muestras de frutos
estudiadas. Fuente: Elaboracidon propia.
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El método consistia en afiadir a cada tubo por duplicado 2,5 mL de reactivo
de Folin-Ciocalteu 1/10 (100 mL de Folin-fenol + 900 mL de H20 ultrapura). A
continuacion, se afiadian 200 pL de extracto. Se afiadi6 Tampo6n Fosfato 50 Mm, pH
7,5 hasta completar un volumen de 500 pL y se agitaba. Al cabo de 5 minutos de
reposo, la reaccion se paraba con la adicion de 2 mL de Naz2COs3 y se volvia a agitar.
Seguidamente, se introducian los tubos de ensayo durante 5 minutos en un bafo de
agua a 50 °C. Finalmente, se vertia cada una de las muestras en cubetas y se hacian
las lecturas en el espectrofotémetro modelo Uvikon XS, Bio-Tek Instruments donde
la absorbancia producida por la coloracion azul se media a 760 nm.

En el caso de los compuestos fendlicos, se representa a continuacién una
recta de calibrado para los mismos o recta patrén (Figura N2 10), a partir de la cual
se determina una ecuacién de la recta (y = bx + a) con un coeficiente de correlaciéon
proximo a 1y con una pendiente (b) y ordenada en el origen (a) que se utilizan para
la ecuacion con la que se cuantifican dichos compuestos.

Recta de Calibrado - Fenoles

"
N

y =0,0387x + 0,0007
R? = 0,9964

Absorbancia
e o
[+)] 00 =

o
>

o
N

o

0 5 10 15 20 25
Acido Galico (pg)

Figura N2 10. Recta de calibrado para el método de polifenoles totales. Fuente:
Elaboracion propia.

Para la cuantificacién de dichos compuestos, tenemos en cuenta el valor de a y
b de la recta de regresion, la absorbancia, el volumen de extracto, el volumen de
muestra, el factor de dilucion y el peso del fruto.

(ABS-0,0007) x Vol.Extracto x 100 x Factor Dilucién
0,0387 x Vol.Muestra x 1000 x Peso fruto

Concentracion Fenoles =
(mg-100g1)

En los frutos deshidratados el contenido en antocianinas y fenoles se expresa en
mg - 100 g1 de peso fresco, es decir, del peso que tenian antes del proceso de
deshidratacion, con el fin de poder conocer si se pierden estos compuestos
bioactivos con la deshidratacion y esos % de pérdidas.
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3.5. Identificacion de antocianos por HPLC-DAD-ESi/MSn y cuantificacién por
RP-HPLC-DAD.

Para el presente analisis, a diferencia del analisis referido a la totalidad de los
compuestos en el que se realizaban 4 repeticiones por fruto fresco y deshidratado,
Unicamente se realizo la identificacién y cuantificacion de antocianinas individuales
a una muestra de cada tipo de fruto diferente en fresco. Para la identificacion, se
utilizaron agua/acido férmico (99:1, v/v) y acetonitrilo como fases méviles A y B,
respectivamente, con una velocidad de flujo de 0,8 mL/min.

El gradiente lineal se inicié con 1 % de disolvente B, llegando a 15 % de
disolvente B en 15 min, 30 % a los 30 min, 40 % a los 50 min, 95 % a los 45 min,
mantenido a 50 min, y volviendo al 1 % hasta 60 min. El volumen de inyeccion fue
de 8 pl de cada vial de fruto preparado (Figura N2 11). Los cromatogramas se
registraron a 520 nm.

HPLC-DAD-ESi/MSn y a cuantificar por RP-HPLC-DAD. Fuente: Elaboracion propia.

Los analisis cromatograficos para la identificacion se llevaron a cabo en una
columna Luna C18 (tamafio de particula 250 x 40 mm, 5 micras; Tenokroma,
Barcelona, Espafa) en un HPLC Infinity Agilent (Figura N2 12) serie 1200 equipado
con un detector de red de fotodiodos (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania)
y un detector de masas en serie (Bruker Daltonics Ultra Trampa HCT-ESI Ion,
Bremen, Alemania) con las mismas condiciones utilizadas anteriormente de
acuerdo con Gironés-Vilaplana et al. (2013).

El equipo consistia en una bomba binaria (modelo G1376A), un muestreador
automatico con inyector automatico y refrigerado (modelo G1377), un
desgasificador (modelo G1379B) en linea, y un detector de matriz de fotodiodos
(modelo G1315D). El sistema de HPLC fue controlado por el software ChemStation
LC 3D Systems (Agilent, Rev. B.01.03 SRD, nov. 2006).

El detector de masas era el espectrometro de trampa de iones Ultra Bruker
HCT, equipado con una interfaz de ionizacién por electrospray, y controlado por
software de control Esquire (vers. 6.1. N2 92.0, Bruker Daltoniks, Gmbh, Alemania).
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Figura N2 12. Equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) utilizado
para la cuantificacion de las antocianinas de los frutos. Fuente: Elaboracion propia.

Las condiciones de ionizacién eran 350 °C y 4 KV, para la temperatura del
capilar y la tension, respectivamente. La presion del nebulizador y el caudal de
nitréogeno fueron 65,0 psi y 11 L/min, respectivamente. La masa de barrido
completo cubre la gama de m/z de 100 a 1200. Experimentos de fragmentacién
inducida por colision se realizaron en la trampa de iones usando helio como gas de
colisién, con ciclos de rampa de voltaje 0,3-2 V. Los datos de espectrometria de
masas eran adquiridos en el modo de ionizacién positivo. El MSn se llevo a cabo en
el modo automatico con el ion del fragmento mas abundante en la MS (n-1).

Los picos se identificaron utilizando patrones auténticos mediante la
comparacién de los tiempos de retencion y el andlisis espectral del pico. Los
patrones de antocianinas (cianidina-3-glucdsido, cianidina-3-rutindsido y
pelargonidina-3-rutinésido) fueron proporcionados por la Dra. Garcia-Viguera,
mientras que los acidos hidroxicinamicos fueron adquiridos de Sigma (Sigma,
Madrid, Espafia).

Para la cuantificacién, el sistema de HPLC-DAD se utilizé con las mismas
condiciones que la identificacion. Diferentes compuestos fenélicos se caracterizaron
por comparacidn cromatografica con patrones analiticos, asi como cuantificados por
la absorbancia de sus picos correspondientes. Los antocianos fueron, por tanto,
cuantificados como cianidina 3-glucésido a 520 nm.

3.6. Analisis estadistico.

Se realizé un andlisis estadistico, aplicando el test de Student para
determinar si las diferencias en el contenido en antocianinas y fenoles entre las
muestras de los frutos frescos y deshidratados eran significativas (p < 0,05).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. CURVAS DE DESHIDRATACION DE LOS DIFERENTES FRUTOS.

El secado es probablemente uno de los métodos mas antiguos utilizados
para conservar los alimentos por los humanos. Las frutas y verduras se secan para
inhibir la actividad microbiana, enzimatica y las pérdidas de la calidad. Como
resultado de la actividad de agua reducida del material secado, los cambios fisicos
y quimicos se minimizan durante el almacenamiento y se incrementa la vida util.
También, los costes relativos al transporte y almacenamiento se reducen por
disminucién del peso y volumen del producto seco (Dadali, Demirhan, et al., 2007;
Dadali, Apar, et al., 2007; Doymaz y Ismail, 2011). El secado es uno de los procesos
mas importantes de separacion y se utiliza a menudo como una etapa de
produccién final antes de la venta o del envasado de productos.

La transferencia de calor y masa se producen simultdneamente durante el
proceso de secado. El conocimiento del mecanismo de transferencia de calor y
masa, tal como la difusividad de la humedad, la energia de activacion y el consumo
de energia, esta relacionado con los pardmetros de secado, como la temperatura, la
velocidad y la humedad relativa del aire de secado que requieren de disefios
ideales del secador y de calidad por parte del producto seco (Chayjan y Kaveh,
2014; Unal y Sacilik, 2011).

En los frutos objeto de estudio, tras la deshidrataciéon completa en estufa de
aire caliente a 60 °C, se han representado las curvas de deshidratacion de todos
ellos (Figura N2 13). En ella, se representa el % de peso del fruto con respecto al
peso inicial del mismo a lo largo del tiempo de secado (en horas).

Se sefala con una linea roja el 25 % de peso con respecto al inicial, siendo
este el punto en el que los frutos rojos conseguian una deshidratacion parcial y se
paraba el proceso de secado para congelar las muestras destinadas al analisis de
componentes bioactivos. En cambio, se realizé la deshidratacion total de algunas
muestras, no analizadas, para poder estudiar la cinética de deshidratacién
completa en dichos frutos y asi conseguir unas curvas de deshidrataciéon
completas.

Tras la representacion (Figura N2 13), se ha podido observar que las curvas
de secado de las muestras con una mayor relaciéon superficie/volumen (arilos de
granadas y fresas cortadas en trozos; % de fresa aproximadamente) presentaban
una deshidratacién muy rapida debido, en parte, a que las pérdidas de agua de los
frutos y vegetales estan ligadas a unos factores que las afectan y, entre ellos, se
encuentra la relacion superficie/volumen del producto (Luchsinger, 2010).
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Figura N 13. Curvas de deshidratacion para los diferentes frutos estudiados;
arandanos, frambuesas, fresas, granadas, grosellas, moras y uvas. Los datos
son la media % ES.

Los frutos que preceden en tamafno a los anteriores, son las grosellas
negras, los arandanos y las frambuesas. Como bien se observa en la figura N2 1, las
siguientes curvas de deshidratacién con una velocidad de deshidrataciéon media se
corresponden con dichos frutos, los cuales presentan wuna relacién
superficie/volumen menor a los arilos de granadas y trozos de fresas. En cambio,
los frutos de mayor tamafio sometidos a deshidratacion, han sido las uvas, las
moras y las grosellas. Dichos frutos, presentan de forma clara un descenso de peso
en su proceso de deshidratacion durante el tiempo de secado mucho menor a los
frutos anteriores debido a que se caracterizan por una mayor relacién
superficie/volumen.

Cuando los frutos se llevaron a deshidrataciéon completa, el tiempo final del
proceso de secado fue variable en funcion del fruto o curva estudiada. El mayor
tiempo de deshidratacion completa relativo a unas 70 horas en la estufa fue para
las uvas y moras y el menor para los arilos de granada (Figura N2 13).

Este incremento en el tiempo de secado se puede explicar que es debido a
una disminucién en la relacion superficie/volumen. Previamente, se han reportado
resultados similares para las rodajas de cereza y melocotén dulce (Doymaz y
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Ismail, 2011; Zhu y Shen, 2014). La velocidad de secado disminuye continuamente
con el tiempo de secado. Existe literatura que presenta resultados acerca de este
pardmetro para diversos productos (Singh y Pandey, 2012; Zhu y Shen, 2014).

4.2. CONTENIDO EN ANTOCIANOS TOTALES EN FRUTOS FRESCOS Y
DESHIDRATADOS.

Los frutos rojos poseen un elevado contenido en antocianinas totales. En el
presente trabajo, se ha estudiado el contenido de dichos compuestos bioactivos en
diferentes frutos rojos tanto en fresco como tras un proceso de deshidratacion
(Figura N2 14). Recordando que en los frutos deshidratados el contenido en
antocianinas y fenoles se expresa en mg 100 g1 de peso fresco, es decir, del peso
que tenian antes del proceso de deshidratacion, con el fin de poder conocer si se
pierden estos compuestos bioactivos con la deshidratacion y esos % de pérdidas.
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Figura N2 14. Contenido en antocianos totales para los diferentes frutos
estudiados: arandanos, frambuesas, fresas, granadas, grosellas, moras y uvas,
en fresco y deshidratados. También se refleja el % de pérdidas de
antocianinas en los frutos deshidratadas con respecto a su contenido en
fresco. Los datos son la media * ES y las letras indican diferencias
significativas (P < 0,05) entre frutos frescos y deshidratados.
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Se observa como algunos frutos como la mora, el arandano y la grosella
negra poseen un contenido muy elevado en antocianinas totales, tanto en fresco
como deshidratados, con unas concentraciones en un rango de 300 a 400 mg 100
g1 similares a los encontrados por otros investigadores (Fan-Chiang & Wrolstad,
2005; Neveu etal., 2010; Connor et al., 2002; Wang et al., 2008).

Otros frutos con un contenido alto en dichos compuestos bioactivos son la
uva S.E., la granada Wonderful y la grosella roja (concentraciones en torno a 50 mg
100 gt de peso fresco). Estos contenidos también han sido reflejados en otras
publicaciones (Cantos et al., 2002; Marti et al., 2001; Mirdehghan et al.,, 2007c). Por
ultimo, encontramos la frambuesa, fresa y granada Mollar de Elche con
concentraciones de antocianinas totales inferiores a 50 mg 100 g1 de peso fresco,
al igual que otros investigadores (Lopes-da-Silva et al., 2002; Marti et al.,, 2001;
Mirdehghan et al., 2007c).

Tras el proceso de secado, hemos podido observar que frutos como la
grosella, tanto roja (* contenido) como negra (15 % de pérdidas), no presentan
pérdidas significativas tras la deshidrataciéon. En cambio, en el resto de frutos
estudiados se observan dichas diferencias en cuanto al contenido inicial en fresco.
Las mayores pérdidas alcanzadas tras el secado se han observado en la granada,
Mollar (72 % de pérdidas) y Wonderful (63 % de pérdidas) y en Uva S.E. (56 % de
pérdidas). Los frutos restantes, ardndano, frambuesa y mora, presentaban unos %
de pérdidas menores respecto a los anteriores. Estas pérdidas tras la
deshidratacion se encontraban en torno a un 15-20 % respecto al peso inicial.

Por lo que se puede concluir, que existe una gran variabilidad o margen de
pérdidas en funciéon del tipo de fruto, siendo algunos de ellos, como la grosella
negra, el arandano, la frambuesa y la mora, muy 6ptimos para la conservacion
post-cosecha mediante el método de secado ya que mantienen su contenido en
antocianinas y, por tanto, las propiedades funcionales que ejercen en el organismo
humano.

4.3. CONTENIDO EN POLIFENOLES TOTALES EN FRUTOS FRESCOS Y
DESHIDRATADOS.

En cuanto al contenido en polifenoles totales, de igual forma viene
expresado en los frutos deshidratados en mg 100 g1 de peso fresco, es decir, del
peso que tenian antes del proceso de deshidratacién, con el fin de poder conocer si
se pierden estos compuestos bioactivos con la deshidratacion y esos % de pérdidas
al igual que en los antocianos totales. Los frutos frescos con mayor contenido en
fenoles totales son la mora y los arandanos (=~ 250-300 mg 100 g1), mientras que
la menor concentracién se encontré en la grosella negra y en la granada Mollar de
Elche (Figura N2 15). se observa también como la grosella negra mantiene el
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contenido de fenoles totales tras la deshidratacion al igual que ocurria con los
antocianos.

En dicha figura, si la comparamos con la figura N2 14, podemos ver que las
pérdidas en cuanto al contenido de compuestos fenoélicos son superiores a las que
se observan en el contenido en antocianos en la gran mayoria de frutos. Todos, a
excepcion, de la grosella negra presentan diferencias significativas tras el secado.
Siendo la grosella negra, al igual que en el caso anterior, el Unico fruto que
conserva el contenido fenoélico tras el proceso de deshidratacion.

350
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Figura N2 15. Contenido en fenoles totales para los diferentes frutos
estudiados: arandanos, frambuesas, fresas, granadas, grosellas, moras y uvas,
en fresco y deshidratados. También se refleja el % de pérdidas de polifenoles
en los frutos deshidratados con respecto a su contenido en fresco. Los datos
son la media * ES y las letras indican diferencias significativas (P < 0,05)
entre frutos frescos y deshidratados.

Los frutos que mayores pérdidas en compuestos bioactivos presentan son la
fresa, la uva S.E. y el arandano con un 88, 73 y 67 % de pérdidas con respecto al
fruto fresco, respectivamente.
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Por otro lado, frutos como la frambuesa, la granada Mollar de Elche, la
grosella roja y la mora presentan unas pérdidas medias de compuestos fendlicos
del 28, 37, 48 y 36 %, respectivamente, con respecto al fruto fresco.

La granada Wonderful presenta un porcentaje de pérdidas bajo, en torno a
un 17 % (Figura N? 15). Por lo que se podria concluir, que el proceso de
deshidratacion afecta significativamente al contenido fenélico de los frutos en la
gran mayoria de ellos y que dicha influencia es variable en funcién del tipo de fruto
estudiado. Asi, por ejemplo, se puede observar que la granada
(independientemente de la variedad) es un fruto que presenta unas pérdidas
elevadas en el contenido de antocianos y minimas en cuanto al contenido fendélico
total.

4.4. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE ANTOCIANOS INDIVIDUALES.

En general, las antocianinas aumentan de concentracién durante la
maduraciéon en variedades de frutas de color rosa, rojo y purpura, tanto
climatéricas como no climatéricas, a pesar de las grandes variaciones existentes en
el contenido de antocianinas totales presente en la cosecha comercial entre las
especies frutales y cultivos, asi como en cuanto a la antocianina predominante
(Diaz-Mula et al., 2008; Valero y Serrano, 2010).

En los arandanos, a 520 nm, se ha observado en el presente estudio que
presentan 7 antocianinas principales identificadas por espectrometria de masas
(MS). Los picos identificados por orden de eluciéon han sido: 1) peonidina-3-
glucésido, 2) cianidina-3-glucésido, 3) petunidina-3-glucésido, 4) cianidina-3-
pentosido, 5) malvidina-3-glucdsido, 6) malvidina-3-pentosido, 7) quercetina-3-
rutinésido (Figura N2 16). La cuantificacién de las antocianinas por HPLC mostré
que la antocianina predominante en este fruto es la malvidina-3-glucésido. Una vez
cuantificados dichos picos por HPLC, se concluye que en el ardndano el contenido
de antocianos totales es de 84 mg 100 g1 de peso fresco, siendo la concentracion
de la antocianina mayoritaria de 29 mg 100 g1 de peso fresco (Tabla N2 1). Segin
otros investigadores, se corrobora que en el arandano la antocianina mayoritaria
es la malvidina-3-glucdsido y el rango de concentracion de antocianos totales que
establecen para dicho fruto es de 100 a 300 mg 100 g1 de peso fresco (Connor et
al,, 2002; Wang et al., 2008).

Ogawa et al. (2008) realizaron la identificacion y cuantificacion de las
antocianinas presentes en dos especies distintas de arandanos: arandano europeo
(Vaccinium myrtillus) y arandano americano (Vaccinium corymbosum), que a
diferencia del arandano estudiado son variedades rojas. Observan que la
antocianina mayoritaria es diferente en funcién de la especie, ya que en el
arandano europeo puede ser la cianidina-3-glucdsido o la cianidina-3-galactésido
con unas concentraciones de 405y 370 mg 100 g1, respectivamente.
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En cambio, en el arandano americano es la peonidina-3-glucésido con una
concentracion de 365 mg 100 g-1. Respecto a la frambuesa y fresa, son frutos rojos
que contienen una concentracion relativamente baja de antocianinas totales, que
van de 20 a 60 mg 100 g1, dependiendo del cultivar, y la principal antocianina
suele ser la pelargonidina-3-glucésido (Lopes da Silva et al., 2007).

En los resultados obtenidos, hemos podido comprobar que en el caso de la
frambuesa se identifican dos picos muy definidos por orden de elucién en el
espectrometro de masas: 1) cianidina-3,5-diglucésido y 2) cianidina-3-glucésido
(Figura N2 17), siendo la antocianina mayoritaria la cianidina-3,5-diglucésido, la
cual presenta una concentracion de 65 mg 100 g1 que sumados a la segunda
antocianina identificada hacen un total de 73 mg de antocianos totales 100 g1 de
peso fresco (Tabla N2 2). Por lo tanto, en el caso de la frambuesa, la antocianina
mayoritaria identificada es diferente a la consultada en la bibliografia, pero el
contenido final de antocianos totales cuantificado por HPLC si se encuentra
préximo al rango definido.

En cambio, en el caso de la fresa tanto los resultados obtenidos en la
identificacion como los obtenidos en la cuantificacién de dicho fruto, corroboran lo
establecido en las fuentes bibliograficas consultadas. Ya que, tras la identificacion,
se observan dos picos muy definidos que por orden de elucién se corresponden
con: 1) pelargonidina-3-glucésido y 2) pelargonidina combinada con el acido
sinapico (Figura N 18). La antocianina mayoritaria, pelargonidina-3-glucoésido, se
encuentra en la fresa en una concentraciéon de 63 mg 100 g! y el contenido de
antocianos final cuantificado en dicho fruto es de 76 mg 100 g (Tabla N¢ 3).
Neveu et al. (2010), al igual que Lopes da Silva et al. (2007), estableci6 como
antocianina predominante en la fresa la pelargonidina-3-glucosido y defini6é una
concentracion final de antocianos de 47 mg 100 g1 por peso fresco.

La mayor variacién entre cultivares se ha encontrado en cereza dulce, con
variaciones entre 2y 300 mg 100 g1, variando de cultivares claros a cultivares mas
oscuros (Gao y Mazza, 1995; Mozetic et al., 2002; Chaovanalikit y Wrolstad, 2004;
Serrano et al,, 2009). Dicha variacidn, aunque no tan significante, ocurre también
entre variedades de granada. Por ello, se ha querido introducir en el presente
estudio la identificacién y cuantificaciéon de antocianinas en dos cultivares: granada
Mollar de Elche y granada Wonderful, dada la clara diferencia que presentan en el
color de los arilos, el cual es un parametro de calidad determinante para el
consumidor a la hora de realizar la compra.

La granada Mollar de Elche es un fruto no climatérico con una problematica
durante su cultivo y es la no adquisiciéon de una coloracion roja intensa deseada en
el momento de la recoleccion, debido a la ausencia de bajas temperaturas en las
zonas de produccion del levante espafiol (provincia de Alicante) que serian
necesarias para estimular la sintesis de antocianinas, tanto en la piel como en los
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arilos de la granada, lo que conlleva a que las empresas exportadoras tengan
bastantes problemas para comercializar la granada a pesar de la gran aceptacion
por parte de los consumidores.

Diferentes investigadores (Marti et al., 2001; Mirdehghan et al., 2007c) han
observado que el contenido de antocianos totales en la granada, sin diferenciar
cultivar, varia de 80 a 160 mg 100 g por peso fresco del fruto, no identificando
dichos autores la antocianina mayoritaria. En el presente trabajo, se ha visto que el
perfil de identificacion de las antocianinas en las dos variedades de granada
estudiadas es muy similar pero la cuantificacién por HPLC es diferente, ya que el
contenido en antocianos totales e individuales varia en funcién de la variedad y eso
el consumidor a simple vista lo visualiza en la coloracién comercial del fruto.

En la granada Mollar de Elche, los picos identificados por orden de eluciéon
han sido, al igual que en la granada Wonderful, cinco y inicamente se ha podido
identificar la antocianina predominante, siendo esta la cianidina-3-glucésido
presente en una concentracion de 11 mg 100 gL. El resto las antocianinas se han
cuantificado, pero no se han podido identificar con ningin patrén en el
espectrometro de masas (MS) (Figura N¢ 19). El contenido total establecido para
dicha variedad de granada es de 22 mg 100 g! de peso fresco (Tabla N2 4), siendo
un contenido relativamente bajo en comparacién con el otro cultivar y con el rango
establecido por los investigadores citados anteriormente.

Respecto a la granada Wonderful, el perfil de antocianinas individuales es el
mismo que el de la granada Mollar (Figura N2 20) pero el contenido es diferente
siendo la concentracion de la antocianina mayoritaria, cianidina-3-glucésido, de 35
mg 100 g1, es decir, tres veces superior al de la otra variedad. Este incremento en
la antocianina predominante conlleva un incremento también en el resto de
compuestos no identificados, resultando en un contenido final de antocianos
totales de 87 mg 100 g1 de peso fresco en dicha variedad (Tabla N2 5).

Por otro lado, las variedades de grosellas también presentan variaciones en
el contenido de antocianos totales y antocianinas individuales debido a las
diferentes coloraciones; variedades rojas y negras. Neveu et al. (2010) estudiaron
diferentes variedades de grosellas negras (Ribes negra) y observaron que habia
una gran heterogeneidad en cuanto a la antocianina predominante y al contenido
final. Observaron que las mayoritarias podian ser las siguientes: delfinidina-3-
rutinésido, cianidina-3-rutindsido, delfinidina-3-glucésido o cianidina-3-glucésido
(con concentraciones de 305, 161, 87 y 25 mg de antocianos totales 100 g1 de peso
fresco, respectivamente).

En el presente estudio, se comparan dichos resultados con los obtenidos
para una variedad de grosella roja. En este fruto, se observan tres picos en el
cromatograma de identificacion, siendo el segundo de ellos la antocianina
predominante en la grosella roja objeto de estudio.
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Dicha antocianina se corresponde la cianidina-3-gluc6sido-5-pentésido
(Figura N2 21), a diferencia de las referencias bibliograficas consultadas.

La cuantificacion del contenido de antocianos total en la grosella roja es de
49 mg 100 gl de peso fresco, siendo la concentraciéon de la antocianina
predominante de unos 30 mg 100 g1, es decir, correspondiéndose con el 60 % del
contenido total de dichos compuestos bioactivos (Tabla N2 6).

Fan-Chiang & Wrolstad (2005) cuantificaron el contenido total de
antocianos en moras, y observaron que existia una gran amplitud por lo que
establecieron un rango de 70 a 200 mg 100 g1 de peso fresco. Por otro lado, Neveu
et al. (2010) identificaron como antocianinas predominantes en las moras la
cianidina-3-glucésido y la cianidina-3-rutindsido con unas concentraciones muy
variables de 139 y 9 mg 100 g1, respectivamente.

En las moras estudiadas del presente trabajo experimental, se pudieron
cuantificar cuatro picos por orden de elucién y de estos, se identificaron
Unicamente tres de ellos: 1) cianidina-3-glucésido, 2) cianidina-3-rutinésido y 3)
cianidina-3-cumaroil-glucésido (Figura N2 22), no identificAndose la antocianina
correspondiente al cuarto y ultimo pico presente en el cromatograma. La
antocianina predominante de la mora, cianidina 3-glucésido, se ha encontrado en
una concentracion de 407 mg 100 g1 de peso fresco (Tabla N2 7). La concentraciéon
total de antocianos en la mora es de 454 mg 100 g1 siendo, sin duda, el fruto que
mayor contenido en antocianos totales y, por tanto, en compuestos bioactivos
presenta de todos los estudiados en el presente trabajo.

Por ultimo, resaltar que se han encontrado grandes variaciones también
entre los cultivares de uva de mesa (6 a 200 mg 100 g'1), e incluso en cuanto a la
principal antocianina (cianidina 3-glucésido, peonidina 3-glucésido o malvidina 3-
glucésido), la cual era diferente dependiendo del cultivar (Carrefio et al., 1997;
Orak, 2007). En uvas tintas (Vitis vinifera), Neveu et al. (2010) observaron que la
antocianina predominante era sin duda la malvidina-3-glucésido en wuna
concentracion de unos 39 mg 100 g1 por peso fresco. Sin embargo, otros
investigadores, sin diferenciar cultivar, establecen un rango de 6 a 200 mg 100 g1
en zumo con piel y pulpa juntos, siendo las mayoritarias las siguientes: peonidina-
3-glucosido, cianidina-3-glucésido o malvidina-3-glucésido (Carrefio et al., 1997;
Ferndndez-Lopez et al, 1998; Cantos et al., 2002; Gonzalez-Neves et al., 2004;
Orak, 2007).

La variedad de uva estudiada es la variedad Sweet Enchantment, una
variedad de uva de mesa. En el cromatograma se pudieron observar y cuantificar 7
picos, de los cuales solo se identificaron los cuatro ultimos por orden de eluciéon. La
antocianina mayoritaria fue la malvidina-3-glucésido, presentando una
concentracion de 37 mg 100 g1 por peso de uva fresca.
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El contenido de antocianos total que presentaba esta variedad ascendia a 97
mg 100 g1, encontrandose dentro del rango de concentracion establecido por
distintos investigadores (Figura N2 23 y Tabla N2 8). Sin embargo, estos niveles de
antocianinas podrian considerarse como ilustrativos, ya que las condiciones
ambientales y las practicas culturales tienen un gran efecto en el contenido de
antocianinas para una fruta en particular. Por ejemplo, se determiné el contenido
total de antocianinas de Cabernet Suavignon dos afios consecutivos, 2001 y 2002, y
se encontraba en 108 y 194 mg 100 g1, respectivamente (Gonzalez-Neves et al.,
2004).

Por concluyente, cabe resaltar que las diferencias debidas al contenido total
de antocianinas entre los frutos frescos determinados por espectrofotometria y los
identificados y cuantificados por espectrometria y cromatografia liquida, son
debidas a diferentes factores (Valero y Serrano, 2010): momento de recoleccion,
variedad de fruto, finca de cultivo, estado de madurez, practicas culturales, etc. Ya
que los frutos, como bien se especifico en el apartado de metodologia, destinados
al andlisis por espectrofotometria fueron comprados en un supermercado y en una
fecha dada y los destinados a HPLC procedian de otro supermercado y en otra
fecha. Por lo que, son frutos que pueden variar en cuanto al contenido de
antocianos, aunque a simple vista resulten practicamente similares, pues el
contenido y el estado de madurez varian de unos a otros siendo los distintos
factores influyentes los determinantes en dicha variacién de compuestos
bioactivos.
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Figura N¢ 16. Cromatograma de identificacion de las antocianinas predominantes en el
arandano fresco mediante espectrometria de masas (MS). Picos identificados por orden de
elucion: 1) Peonidina-3-glucdsido, 2) Cianidina-3-glucésido, 3) Petunidina-3-glucésido, 4)
Cianidina-3-pentdsido, 5) Malvidina-3-glucésido, 6) Malvidina-3-pentdsido, 7) Quercetina-

3-rutinosido.

Tabla N2 1. Cuantificacion de las antocianinas predominantes en arandano fresco por HPLC.

Fuente Antocianina Concentracion
(mg 100 g1 PF)
Peonidina-3-glucésido 5
Cianidina-3-glucésido 10
Arandanos azules Petunidina-3-glucésido 11
(blueberries) (Vaccinium Cianidina-3-pentdsido 3
corymbosum) Malvidina-3-glucésido 29
Malvidina-3-pentésido 26
Quercetina-3-rutinésido 0,1
TOTAL 84
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Figura N2 17. Cromatograma de identificacion de las antocianinas predominantes en la
frambuesa fresca mediante espectrometria de masas (MS). Picos identificados por orden de
elucion: 1) Cianidina-3,5-diglucdsido, 2) Cianidina-3-glucdsido.

Tabla N2 2. Cuantificacién de las antocianinas predominantes en frambuesa fresca por HPLC.

Fuente Antocianina Concentracion
(mg 100 g1 PF)
Frambuesas rojas Cianidina-3,5-diglucosido 65
i R
(raspbgrrles) (Rubus Cianidina-3-glucésido 8
idaeus)
TOTAL 73
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Figura N2 18. Cromatograma de identificacion de las antocianinas predominantes en la
fresa fresca mediante espectrometria de masas (MS). Picos identificados por orden de
elucién: 1) Pelargonidina-3-glucésido, 2) Pelargonidina + Acido sinapico.

Tabla N2 3. Cuantificacion de las antocianinas predominantes en fresa fresca por HPLC.

Fuente Antocianina Concentracion

(mg 100 g1 PF)
Fresa (strawberries) Pelargonidina-3-glucésido 63
(Fragaria x ananassa) Pelargonidina + Acido sinapico 13
TOTAL 76
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Figura N2 19. Cromatograma de identificacion de las antocianinas predominantes en la
granada Mollar de Elche mediante espectrometria de masas (MS). Picos identificados por
orden de elucion: Compuestos no identificados y 4) Cianidina-3-glucdsido.

Tabla N2 4. Cuantificacion de las antocianinas predominantes en granada Mollar por HPLC.

Fuente Antocianina Concentracion

(mg 100 g1 PF)
- 1
Granada Mollar de - 4
Elche (pomegranates) - 5
(Punica granatum) Cianidina-3-glucésido 11
- 1
TOTAL 22
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Figura N2 20. Cromatograma de identificacion de las antocianinas predominantes en la

granada Wonderful mediante espectrometria de masas (MS). Picos identificados por orden

de elucion: Compuestos no identificados y 4) Cianidina-3-glucésido.

Tabla N2 5. Cuantificacion de las antocianinas predominantes en granada Wonderful por HPLC.

Fuente Antocianina Concentracion
(mg 100 g1 PF)
- 5
Granada Wonderful - 14
(pomegranates) (Punica - 31
granatum) Cianidina-3-glucésido 35
- 2
TOTAL 87

~ 55~
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Figura N2 21. Cromatograma de identificacion de las antocianinas predominantes en la
grosella mediante espectrometria de masas (MS). Picos identificados por orden de elucién: 1)
Derivado Cafeoilquinico, 2) Cianidina-3-glucdsido-5-pentdsido, 3) Compuesto no identificado.

Tabla N2 6. Cuantificacion de las antocianinas predominantes en grosella por HPLC.

Fuente Antocianina Concentracion
(mg 100 g1 PF)
Derivado Cafeoilquinico 15
Grosella (red currant) o - -
. Cianidina-3-glucosido-5-pentosido 30
(Ribes rubrum) 3
TOTAL 49
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Figura N2 22. Cromatograma de identificacion de las antocianinas predominantes en la
mora mediante espectrometria de masas (MS). Picos identificados por orden de elucion: 1)
Cianidina-3-glucdsido, 2) Cianidina-3-rutinésido, 3) Cianidina-3-cumaroil-glucésido, 4)
Compuesto no identificado.

Tabla N2 7. Cuantificacién de las antocianinas predominantes en mora por HPLC.

Fuente Antocianina Concentracion
(mg 100 g1 PF)
Cianidina-3-glucésido 407
Mo};‘; (Ellzll)aecrk rgu(l}\}/;g:l?; or Cianidina-3-rutinosido 10
Ty Cianidina-3-cumaroilglucésido 15
nigra)
- 22
TOTAL 454
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Figura N2 23. Cromatograma de identificacion de las antocianinas predominantes en uva
mediante espectrometria de masas (MS). Picos identificados por orden de elucion:
Compuestos no identificados, 4) Peonidina-3-glucdsido, 5) Malvidina-3-glucdsido, 6)
Quercetina-3-glucésido, 7) Malvidina-3-rutinésido.

Tabla N2 8. Cuantificacion de las antocianinas predominantes en mora por HPLC.

Fuente Antocianina Concentracién
(mg 100 g1 PF)
- 5
- 4
Uvas (tablegrapes) (Vitis - 5
vinifera) Peonidina-3-glucésido 29
Malvidina-3-glucésido 37
Quercetina-3-glucosido 8
Malvidina-3-rutinésido 9
TOTAL 97
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5. CONCLUSIONES

Tras los resultados obtenidos, las conclusiones son las siguientes:

@ Se observa como algunos frutos como la mora, el ardndano y la grosella
negra poseen un contenido muy elevado en antocianinas totales, tanto
en fresco como deshidratados, con unas concentraciones en un rango de
300 a 400 mg 100 g1, similares a las encontradas por otros
investigadores. De igual forma, los frutos que presentaban el mayor
contenido en fenoles totales fueron la mora y el ardndano, con
concentraciones en torno a 250 y 300 mg 100 g1 de peso fresco.

@ Existe una gran variabilidad o margen de pérdidas en funcion del tipo de
fruto, siendo algunos de ellos, como la grosella negra, el ardndano, la
frambuesa y la mora, muy 6ptimos para la conservaciéon post-cosecha
mediante el método de secado ya que mantienen su contenido en
antocianinas y, por tanto, las propiedades funcionales que ejercen en el
organismo humano.

@ Las antocianinas se identificaron por espectrometria de masas y se
cuantificaron por HPLC en los extractos obtenidos de los frutos frescos,
obteniéndose que la antocianina predominante en los arandanos fue la
malvidina-3-glucdsido, en la frambuesa la cianidina-3,5-diglucésido, en
la fresa la pelargonidina-3-glucésido, en la granada Mollar de Elche y
Wonderful la cianidina-3-glucésido, en la grosella roja la cianidina-3-
glucdsido-5-pentdsido, en la mora la cianidina-3-glucdsido y, por ultimo,
en la uva S.E. fue la malvidina-3-glucésido.
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