ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L) COLOMBIANA
EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L)
COLOMBIANA EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

JULIO ANDRES OLAYA ZEA

Trabajo para optar al titulo de magister en Ciencias Quimicas

Directora
LUZ PATRICIA RESTREPO SANCHEZ
MSc Quimica

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTE DE QUIMICA
BOGOTA D.C
2009

Universidad Nacional de Colombia -Departamento de Quimica



ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L) COLOMBIANA
EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

AGRADECIMIENTOS

A todos aquellos que en algin momento de mi vida me ayudaran a cumplir este gran
sueno.

A mi hermosa esposa Elaine y a precioso hijo Simén, por ser los motores que me
impulsaron a llevar adelante este propdsito y por toda la paciencia que me tuvieron
durante el proceso de elaboracion de este trabajo.

A mi Papa Carlos Olaya, a mi tio German y su familia, mis hermanos Kamilo, Juan
Carlos y Mauricio y mis amigos, Cristian, Diego, Andrés, Ronald, Vlacho, Alejo,
Camilo, John Victor , Luis Alfredo, y muchos méds que siempre estuvieron listos a
apoyarme en todo.

A la profesora Luz Patricia Restrepo por brindarme su amistad, por preocuparse de mi
en todo momento, por su grandisimo apoyo y orientaciéon anivel personal y
academico.

A la quimica Liliana cruz por su valiosa ayuda con el anélisis LC MS.

A mis compaiieros del grupo y docentes pertenecientes al grupo Estudios de los
cambios quimicos y bioquimicos de alimentos frescos y procesados, que siempre se
mostraron atentos a ayudarme en lo que pudiesen.

Asohofrucol (Asociacion Colombiana de Frutas y Hortalizas), al Ministerio de
Agricultura y Desarrollo rural de Colombia, a la DIB (Divisién de Investigacion
Bogotd, Universidad Nacional de Colombia) por el apoyo econémico necesario para
sacar adelante este trabajo.

Y muy especialmente a mi mama Noelia (QEPD) que siempre se esmer6 por hacer
de mi una persona luchadora y perseverante.

e —
Universidad Nacional de Colombia -Departamento de Quimica



ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L) COLOMBIANA

EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

TABLA DE CONTENIDO paginas
1. INTRODUCCION. ...ttt 1
2. ESTADO ACTUAL DEL TEMA. ..ottt 2
3. REVISION DE LA LITERATURA

3.1
3.2
3.3
34
3.5
3.6
3.7

3.8

3.9

Generalidades de la guayaba ............ccoiiiiiiiiii i, 3
Produccién de la guayaba en Colombia...........c.ccoooeiiiiiiiiiiiiiiiiinnn 4
Propiedades fisicoquimicas de la guayaba...............ccooviiiiiiiiiiiinnnn. 8
Capacidad antioXidante ..............cooeoiiiiiiiiiiiii e 9
.Mecanismos de actividad antioxidante................ccooeviiiiiiiiniiiiiiinn. 10
Compuestos fENOLICOS ......vintiit it e, 11
Principales tipos de fenoles vegetales

ACiOS FENOLICOS. ... ..ot 12
Taninos condensSados ..........evuiiiniii i e 13
Taninos hidrolizables. ... 15
Flavonoides. ... ..o, 15

Otros compuestos importantes con actividad antioxidante
presentes en los vegetales
Vitamina C...oooii e 1O
L (0] 157 1103 1 [T PPNt 18
Técnicas de medicién del contenido de fenoles y de la capacidad antioxidante
3.9.1 Determinacion del contenido de fenoles libres con el reactivo
de Folin Ciocalteu(Shahidi 1995)......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 19
3.9.2 Determinacién de capacidad antioxidante con ensayo por
Bloqueo de cationes radicalesABTS**(Re999).........................19
3.9.3 Determinacién de capacidad antioxidante con Ensayo por bloqueo
de radicales DPPH (Brand Williams 1995)................coiiiiiiii, 20
3.9.4 Determinacién de capacidad antioxidante con ensayo de capacidad reductora

FRAP (Ferric reducing activity/antioxidant power - Benzie &Strain 1996)

3.9.5 Determinacion de capacidad antioxidante con ensayo por

decoloracidn del 3 caroteno (Velioglu et al. 1998) .......ccoceeieniennne 22.

Universidad Nacional de Colombia -Departamento de Quimica



ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L) COLOMBIANA
EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

4 METODOLOGIA

4.1 Muestras de guayaba ..........ccoiiiiiiiiiii e 24
4.2 Extraccion de fenoles...........cooeiiii ciiiiiii 25
4.3 Andlisis de extractos ObtenidoS. .........c.eiiuiiriiiiiii i 25
4.3.1 Determinacién del contenido de fenoles libres............................26
4.3.2 Medidas de la capacidad antioxidante.................ccceevviiinienninne. 26
4.3.2.1 Determinacién del Bloqueo de radicales ABTS®*"..................... 26
4.3.2.2 Determinacion del Bloqueo de radicales DPPH ... 27
4.3.2.3 Determinacién de la capacidad reductora FRAP........................28
4.3.2.4 Determinacion de la decoloracién f caroteno.......................... 29
4.4 Determinacion de vitamina C total..............cooiiiiiiiiiiiiiii i, 30
4.5 Andlisis estadistico de datos...........ooiiiiiiiiiiiii 31

4.6 Extraccion y andlisis preliminar de fenoles de la variedad con

Mayor contenido de fenoles y capacidad antioxidante extraccién de

Fenoles con Amberlita® XAD 2
4.6.1 Extraccion de fenoles...........oooiiiiiiiii i, 33
4.6.2 Pruebas colorimétricas de identificacion de fenoles............................ 33
4.6.3 Andlisis por cromatografia liquida de alta eficiencia con detector

UV ( HPLC-UV) de fracciones obtenidas por separacién con la

Amberlita ®XAD ... 34
4.6.4 Hidrdlisis de fenoles eluidos con metanol ..., 35
4.6.5 Analisis cromatografico por HPLC-UV de productos

de lIa hidrolisis acida .........cooeiiiiiiiiiiiii e 3D
4.6.6 Determinacion del contenido de fenoles y capacidad antioxidante

de fracciones producto de la extraccion por Amberlita® XAD 2

y de 1a hidrolisis acida ........c.vveiiiiiii i 36
4.6.7 Identificacion preliminar de de fenoles por HPLC -MS...................... 36

S. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Determinacién de estado de madurez de las variedades de estudio .........37

5.2 Evaluacion del contenido de fenoles , capacidad antioxidante y contenido
de vitamina C total en las variedades de estudio................c..cooeieenin. 38

5.2.1 Resultados de la determinacion del contenido de fenoles libres ............38

Universidad Nacional de Colombia -Departamento de Quimica



ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L) COLOMBIANA
EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

5.2.2 Capacidades antioXidantes ..............oovieeiiiiinieeiieiiiieniieenieennnenns 42.
5.2.2.1 Resultados de la determinacién de la capacidad antioxidante

por bloqueo de radicales ABTS®" expresado en equivalentes

TroloX (TEAQC). ... e, 42
5.2.2.2 Resultados de la determinacién de la capacidad antioxidante
por bloqueo de radicales DPPH®.................ccooiiiiiiiiiiie, 44
5.2.2.3 Resultados de la determinacién de la Capacidad reductora FRAP.......46
5.2.2.4 Resultados del ensayo de Decoloracién del § caroteno
POr acido lINOICICO ...uvviti e e e 49
5.2.3  Resultados de la determinacién de vitamina C total .........................50

5.3 Correlacion entre los distintos ensayos de contenido de fenoles, capacidad
antioxidante y contenido de vitamina C ...t 53
5.4 Comparacién del contenido de fenoles y capacidad antioxidante y vitamina C
con otras frutas tropiCales .........ooiiiiiiiiiii i e 54
5.5 Andlisis preliminar de los fenoles obtenidos de la
guayaba blanca madura...........c..cooiiiiiiii i, 58
5.5.1 Pruebas cualitativas de identificacién de fenoles ...........................59
5.5.2 Anadlisis por cromatografia liquida de alta eficiencia
con detector UV( HPLC- UV) de fracciones obtenidas
por separacion con la Amberlita® XAD 2 ..., 59
5.5.3 Anadlisis cromatografico por HPLC-UV de productos de la
hidrolisis aCIda ....vueneieiie e 60
5.5.4 Determinacién del contenido de fenoles y capacidad antioxidante para las

fracciones y subfracciones producto de la extraccion por Amberlita® XAD 2 y

de la hidrdlisis acida y las subfracciones obtenidas .................... 61
5.6 Identificacién preliminar de fenoles por HPLC -MS ...................... 63.
6. CONCIUSIONES ...\utintiet et e 72
7. RecomMendacCioOnes .........couueiuutintiiet ettt e 74
8. Bibliografia...........ooiiiiii 75.
GLOSARIQ ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiitiniiietittttstistssccssssssmmnenns 83
ANEXOS

Universidad Nacional de Colombia -Departamento de Quimica



ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L) COLOMBIANA
EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

LISTA DE FIGURAS pagina

Figura 1. Guayaba variedad regional roja y regional blanca en estado maduro....................... 4
Figura 2. Localizacidn geografica del departamento de Santander y la provincia de Vélez..........6
Figura 3. Principales paises importadores de la guayaba producida en Colombia.................... 7
Figura 4. Centros de consumo a nivel nacional 2005...........c.cociiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 7
Figura 5. Exportaciones de guayaba en los ultimos afios (en toneladas)................c.coeveviineen. 8

Figura 6. Esquema de mecanismo de reaccioén de donacién de hidrogeno de
ComPUESLOS TENOLICOS. ..o ettt e e 11

Figura 7. Ejemplos de estructuras de acidos fendlicos ..........c..couvuiiiiiiiniiiiiiinininiiinne. 13.

Figura 8. Ejemplos de estructuras de 1 principal precursor de los taninos condensados

(flavan3-ol) y de taninos condensados ...........c.ciueuueniitintiniitie i 14
Figura 9. Ejemplo de taninos hidrolizables: galotaninos y elagitaninos .................c..c..coevuee 15
Figura 10. Principales estructuras de tipos de flavonoides .............c.ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinein 15
Figura 11. Estructura del acido ascOrbiCO .....ouiiuiiiitiit i e e 16.
Figura 12. Formacién de puentes de hidrogeno por el acido ascOrbico ..........c.c.coevvuienenennne. 17
Figura 13. Movimiento de los pares de electrones en la desprotonacion.................c.coceevueunnen. 17
Figura 14. Estructuras del B-Caroteno y o carotenos respectivamente. .............coceeveenneunienns 18

Figura 15. Esquema de formacién de radical ABTS®" e interaccion de este con antioxidante.......20.

Figura 16. Estructura del TTOlOX ......couuiuiieiitiii i e et e e e eeeeieeas 20
Figura 17. Reaccion de antioxidante (dcido ascérbico) con radical DPPH ........................... 21
Figura 18. Reduccién del por efecto del antioxidante TPTZ Fe*™* a TPTZ Fe™...................... 21
Figura 19. Mecanismo de reaccién entre el acido linoleico y el f caroteno ..................c...cceee. 22

Figura 20. Metodologia utilizada para el analisis de contenido de fenoles, actividad .antioxidante

y vitamina C para la guayaba en sus tres variedades y diferentes estados de madurez................. 24
Figura 21. Cambio de coloracidn del reactivo folin Ciocalteu en presencia del antioxidante....... 26
Figura 22. Cambio de coloracién de ABTS®* con presencia de antioxidante ........................ 27
Figura 23. Cambio de coloracién del reactivo en presencia del antioxidante.......................... 28
Figura 24. Metodologia aplicada para la extraccion y andlisis preliminar

de fenoles de la variedad con mayor contenido de fenoles y capacidad antioxidante............... 32
Figura 25. Perfil cromatografico comparativo del extracto metandlico

(negro) vs extracto acuoso (rojo) obtenido por eluciéon en Amberlita® XAD 2 .................... 59
Figura 26. Cromatograma comparativo extracto metandlico (negro) vs producto hidrdlisis acida vs

producto hidrdlisis acida fase orgdnica (rojo) vs fase acuosa (azul) ..........cooviiiiiiiiiininn. 60

Figura 27. Cromatograma del extracto metandlico de Amberlita® XAD 2 por HPLC MS ...... 63
Figura 28. Espectro de masas para tiempos de retencién de 1.425, 1.843 y 2.334 min ..........63
Figura 29. Estructura del 4cido 4-O-B-D-glucopiranosil fertlico.............c.oevviniiinnini 63

Universidad Nacional de Colombia -Departamento de Quimica



ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L) COLOMBIANA
EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

Figura 30. Espectro de masas para tiempos de retencién de 3.317,5.135y9.73 min ............. 64
Figura 31. Estructura de la epigalocatequing .............coeiuiiiiiiiiiiiiiniiiiiniin e 64

Figura 32. Cromatograma de fase orgdnica producto de la hidrdlisis acida del extracto metanélico...65

Figura 33. Espectros de masas para tiempos de retencién de 1.252,6.53 y 11.22 min ...........65
Figura 34. Estructura de la cianidin 3- glucosido ...........c.cooooiiiiiiiiiiiiii 66
Figura 35. Espectros de masa para estdndar cianidin 3- glucésido ............c.cocoiiciiinininne. 67
Figura 36. Espectros de masa para tiempos de retencién de 13,07 , 22.24 y 28.67 min............67
Figura 37. Espectro de masas y estructura de la quercetina reportado en la literatura .............68
Figura 38. Estructura quimica del acido elagico. .........c..cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 68

Figura 39. Cromatograma de fase acuosa producto de la hidrdlisis acida del extracto metandlico....69
Figura 40. Espectros de masa para tiempos de retenciéon de 6,489 11,173 y 14,997 mi........... 69

Figura 41 Estructura de la quercetina 3- glucOsido ...........cocoiiiiiiiiiiiiiiniiiinnee 70

e —
Universidad Nacional de Colombia -Departamento de Quimica



ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L) COLOMBIANA
EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion cientifica de la guayaba .............cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiien, 4

Tabla 2. Caracteristicas de algunas variedades de guayaba seleccionadas en la hoya

ELTIO SUATEZ ..ottt e 5
Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de la guayaba blanca ..............c.cocoeiiiiiiiiiiiiiinin. 8
Tabla 4 .Propiedades fisicoquimicas de la guayaba roja .............coeeieiiiiiiiiiiiiiiniiininn. 9
Tabla 5. Pruebas colorimétricas de identificacion de fenoles ...............c.coooiiiiiiiiii. 34

Tabla 6. Gradiente de elucién utilizado para el andlisis de HPLC UV de
fracciones obtenidas por separacion con la Amberlita® XAD .........cocoviiiiiiiiiiiiiiiin, 35
Tabla 7. Gradiente de elucién utilizado para el anélisis de HPLC MS de
fracciones obtenidas por separacion con la Amberlita® XAD y de productos
de la hidrélisis acida del extracto MetanOliCo. ... ....vvuuiviiieirt it 37
Tabla 8.Valores de indices de madurez (° Brix/AT ) calculados para las diferentes
variedades de gUAYaba .........oouiiiiii yeenene 37
Tabla 9. Resultados del contenido de fenoles libres para las variedades guayaba en sus diferentes
estados de MAAUIEZ .......o.uiuiuiiii e 38
Tabla 10. Tabla comparativa de resultados del contenido de fenoles obtenidos por otros
investigadores para las guayaba

.41
Tabla 11. Resultados de Capacidad antioxidante por Bloqueo de radicales ABTS®* De las tres
variedades de guayaba en sus diferentes estados de madurez...............cooeveiiiiiiiiiiiiiin., 42
Tabla 12. Tabla comparativa de resultados de capacidad antioxidante por bloqueo de radicales libres
ABTS®" parala Uayaba ..........cooviiniiniitiiiii e 43
Tabla 13. Resultados de capacidad antioxidante por bloqueo de radicales DPPH®
de las tres variedades de guayaba en sus diferentes estados de madurez.......................o.e. 44
Tabla 14. Tabla comparativa de resultados obtenidos de capacidad antioxidante por bloqueo de
radicales libres DPPHe® en guayaba................coooii i 46
Tabla 15. Resultados Capacidad reductora FRAP de las tres variedades de guayaba en sus diferentes
estados de MAAUIEZ. .......oouiuitii e 47
Tabla 16. Tabla comparativa de resultados obtenidos por capacidad reductora
FRAP paralaguayaba .............ooooiiiiiiiiiiiiii ryye e et 48
Tabla 17. Resultados Ensayo de Decoloracién del B caroteno por acido linoleico de las tres variedades
de guayaba en sus diferentes estados de madurez. ... 49
Tabla 18. Resultados determinacién de vitamina C total de las tres variedades de guayaba en sus
diferentes estados d€ MAAUIEZ. ......cueneiteit e e e e ee e 51
Tabla 19. Tabla comparativa de resultados obtenidos para el contenido de vitamina C total ....52
Tabla 20. Coeficientes de correlacion entre contenido de fenoles ensayos de capacidad antioxidante y
contenido de vitamina C...........o.iiiiiiiiiitiiii 53
Tabla 21. Comparacién de valores de contenido de fenoles y capacidad antioxidante

e —
Universidad Nacional de Colombia -Departamento de Quimica



ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L) COLOMBIANA
EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

PAra Otras TIULAS. ...ttt e 55
Tabla 22. Resultados de pruebas colorimeétricas .........ooeveiuiieitiiiiieiiniiiniinei e

Tabla 23. Contenido de fenoles y capacidad antioxidante de fracciones obtenidas de la extraccién con
Amberlita XAD?2 y los productos de la hidrolisis acida. ..............c.cooiiiiiiiiiii, 61

Universidad Nacional de Colombia -Departamento de Quimica



ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L) COLOMBIANA
EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

LISTA DE GRAFICAS

Grafica 1. Resultados del Contenido de fenoles por variedades y estado de madurez estudiadas....... 39
Grafica 2. Resultados de Capacidad antioxidante por bloqueo de radicales libres

ABTS"®" por variedades y estado de madurez eStudiadas ................cccouviiriiineiieiineineiieinnerennns 42
Grafica 3. Resultados de capacidad antioxidante por bloqueo de radicales libres

DPPHe por variedades y estado de madurez estudiadas ...............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiii 45
Grafica 4. Resultados capacidad reductora FRAP por variedades y estado de madurez estudiadas ..47
Grafica 5. Resultados de Ensayo de decoloracién del 3 caroteno

por variedades y estado de madurez estudiadas .............ooeviiiiiiiiiii i 49
Grafica 6. Resultados contenido de vitamina C por variedades y estado de madurez estudiadas ....51
Grafica 7. Correlaciones contenido de fenoles con ensayos de capacidad antioxidante y vitamina C... 53
Grafica 8. Comparacion del Contenido de fenoles en otras frutas con la guayaba blanca
TNAQULA. .ot e e e et 56

Grafica 9. Comparacién de las capacidades antioxidantes por bloqueo de radicales libres DPPH® con

otras frutas.

.......................................................................................................................... 56

Grafica 10. Comparacién del contenido de vitamina C con otras frutas...............c.oooeviiiiinne 57
LISTA DE ANEXOS

indice I Indice de color de Gélvez
Indice II Analisis estadistico de datos ANOVA

e —
Universidad Nacional de Colombia -Departamento de Quimica



ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L) COLOMBIANA
EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

RESUMEN

La guayaba (Psidium guajava L) presenta un importante contenido de nutrientes que
pueden ser utilizados como antioxidantes y fibra dietaria. De acuerdo a sus
caracteristicas fisicoquimicas, podrian enriquecer diferentes tipos de alimentos o para
aplicaciones farmacéuticas, como una nueva alternativa no convencional de uso de la
fruta.

El presente trabajo estudid el contenido de compuestos fendlicos, su  actividad
antioxidante y el contenido total de vitamina C de tres variedades de guayaba
producidas en Colombia y  su variaciéon de acuerdo al estado de madurez del
fruto(inmaduro, pintén, maduro y sobremaduro). Dos variedades de alta produccién
silvopastoril (regional roja y regional blanca) y una de caricter promisorio (guavatd
victoria) provenientes de la region de la hoya del rio Suérez, en el Departamento de
Santander (Colombia).

Se obtuvieron extractos etandlicos de cada variedad en sus diferentes estados de
madurez y se les evalud el contenido de fenoles libres por el método de Folin
Ciocalteu, la capacidad antioxidante por las metodologias de bloqueo de radicales
libres ABTS*"y DPPH®, la capacidad reductora FRAP, decoloracién del B-caroteno y
el contenido de vitamina C total (acido ascorbico y dehidroascérbico) por HPLC-UV
(Gokmen 2000).

La variedad y estado de madurez que mostré6 mayor valor de contenido de fenoles
libres y capacidad antioxidante fue la regional blanca en estado maduro y la que
mayor valor de contenido de vitamina C total fue la regional roja madura.

Con la variedad regional blanca en estado maduro, se obtuvieron fracciones
utilizando una columna con Amberlita® XAD 2: la eluida con agua y la eluida con
metanol. A la fraccién metandlica se le realizé una hidrélisis acida. De la hidrolisis
anterior se obtuvieron otras dos fracciones: la fase orgdnica que fue extraida con
acetato de etilo y la fase acuosa. A todas las fracciones obtenidas anteriormente se les
midi6 el contenido de fenoles libres y la capacidad antioxidante por las técnicas antes
descritas (excepto el ensayo de decoloracion del B caroteno).

Se  hizo un andlisis preliminar de los fracciones fendlicas y las obtenidas por
producto de la hidrolisis mediante pruebas colorimétricas cualitativas ,andlisis por

HPLC UV y HPLC MS, con el fin de identificar tentativamente en comparacion con
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estandares y reportes de literatura , los principales compuestos fendlicos presentes en
esta variedad de estudio y que podrian ser los principales responsables de su actividad
antioxidante.

Se observo que la fraccion metandlica obtenida a partir de la guayaba regional blanca
presenta mayor valor de contenido de compuestos fendlicos y mayor capacidad
antioxidante respecto a las otras fracciones analizadas, pero menor valor en
comparacion al extracto etandlico obtenido.

Se podria sugerir que existe una posible actividad sinergistica entre los compuestos
fendlicos presentes en la guayaba blanca y entre los compuestos responsables de la
actividad antioxidante tales como carotenoides y acido ascorbico con los fenoles, ya
que se observa una menor capacidad antioxidante en el extracto metandlico obtenido
por separacion con Amberlita® XAD 2, respecto al extracto etandlico inicial.

Se identificaron tentativamente la presencia de derivados del acido cafeoilquinico,
epigalocatequina, quercetina y flavonoles glicosidados.

Aunque también se muestran indicios de la presencia de taninos condensados.

Palabras clave

Guayaba, estado de madurez; contenido de fenoles, capacidad antioxidante,vitamina C

ABSTRACT

Guava (Psidium guajava L) presents an important nutrient content that can use as
antioxidants and dietary fiber. Based to their physicochemical characteristics, could
be used to enrich various types of food or  pharmaceutical applications as an
alternative on-conventional use of the fruit. This work studied free phenolic content ,
antioxidant activity and total vitamin C of three varieties of Colombian guava in
different stage of ripening of the fruit(unripe, preripe, ripe and overripe), two
varieties with major production in wild (regional red and regional white) and a
promising (guavatd Victoria) from the region of hoya del rio Suarez,
Santander(Colombia).

Ethanolic extracts were obtained for each variety in its different stages and evaluated

the content of free phenolics by the method of Folin Ciocalteu
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Four different antioxidant capacity methods were followed: using the free radical
scavenging ABTS®**and DPPH® , ferric reduced antioxidant power (FRAP) and
bleaching of B-carotene and the total vitamin C (ascorbic and dehydroascorbic acid)
was determined by HPLC (Gokmen2000).

The variety and ripeness stage showed higher free phenolic content and antioxidant
capacity was the regional ripe white and the highest content of total vitamin C was
the red ripe.

The variety regional white ripe stage, were obtained fractions using a column with
Amberlite ® XAD 2: one eluted with water and other with methanol. The fraction
eluted with methanol was hydrolyzed with acid obtaining two fractions, organic
phase that was extracted with ethyl acetate and aqueous phase.

All fractions were measured by the phenolic content and antioxidant capacity by the
assay already mentioned (except the assay bleaching of B carotene).

Preliminary analyses of phenolic compounds was determined with colorimetric test
and HPLC UV and HPLC-MS to identify tentatively the main phenolic compounds
present in this variety of study and maybe responsible for the antioxidant activity.
The data from this study indicate that the methanolic fraction presented a higher
content of phenolic compounds and a higher antioxidant capacity compared to the
other fractions studied, but lower compared to ethanolic extract.

Maybe there is potential synergy between phenolic compounds or between phenols
and other substances with antioxidant capacity such as carotenoids and ascorbic acid
presents in the regional guava ripe, comparing the lower antioxidant capacity
showed the methanolic fraction with the value showed for the ethanolic extract .
Were identified mainly the presence of derivaded cafeoylquinic, ellagintannins and
flavonols glycosides.

Also showing possible compounds like a condensed tannins
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Universidad Nacional de Colombia -Departamento de Quimica



ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L) COLOMBIANA
EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

1. INTRODUCCION

Los beneficios de la guayaba (Psidium guajava L) por su alto contenido de fibra
dietaria y contenido de fenoles ya han sido descritos con anterioridad (Jimenez-Escrig
20015 Lim 2006). Ademds, de sus multiples usos tradicionales con base a su variada
actividad bioldgica (R.M.P. Gutiérrez 2008). Sin embargo, a pesar de ser Colombia
un importante pais productor de guayaba, el hecho de ser una fruta altamente
perecedera y poseer  muchos  problemas fitosanitarios (mosca de la fruta y
pestalosia) hace que realmente sea muy poco la exportacion comparado con otros

paises latinoamericanos como Brasil o México.

Este constituye uno de los primeros estudios sobre tres importantes variedades
Colombianas (regionales Roja, regional blanca y guavatd victoria) que actualmente
son utilizadas principalmente en la elaboracion de productos alimenticios de arraigo

en la cultura colombiana (bocadillos y dulces).

A nivel interno, uno de los principales motivos de compra por parte de los
consumidores de la guayaba son sus propiedades nutricionales basados en su
contenido de vitamina C y fibra dietaria. Ademds de sus bajos precios. (Villamizar
2000). Aprovechando estas tendencias y aprovechando sus propiedades funcionales,
se busca evaluar el contenido de fenoles, su actividad antioxidante y contenido de
vitamina C total que presentan estas variedades en sus diferentes estados de
maduracién, con el objetivo de reconocer una nueva propiedad funcional de la fruta
que puedan ser utilizada en alimentos de consumo masivo a nivel nacional o
internacional , con base en la posibilidad de utilizarlas en la prevencion de diferentes
tipos de enfermedades, cardiovasculares (arteriosclerosis), circulatorias, neuroldgicas

y en evitar el desarrollo de diferentes tipos de canceres.

En la actualidad el interés en separar e identificar desde frutas y vegetales compuestos
fendlicos con actividad antioxidante se ha incrementado, entre otras cosas, por la
necesidad de disminuir el empleo de antioxidantes sintéticos en los alimentos y
sustituirlos por antioxidantes de origen natural, dadas las fuertes regulaciones que al

respecto se vienen promulgando a nivel internacional ( Carter 2004 ).
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La guayaba exhibe un modelo tipico de respiracién climatérica, lo cual implica un
aumento significativo de la actividad respiratoria de la fruta durante el proceso de
maduracion. los metabolitos primarios varian significativamente su contenido durante
este proceso, influyendo notablemente en cualidades de la fruta tales como sabor,
aroma y color. Sin embargo, el estudio del contenido de los metabolitos secundarios
(fenoles terpenoides y alcaloides) y su variacion de acuerdo a su estado de madurez,
no presenta una tendencia clara y varfa de acuerdo a la fruta de estudio.

Por ejemplo, en frutas como la mora (Tosun 2008) se ha reportado una disminucién
en el contenido de fenoles con la madurez de la fruta y autores como Alia -Tejacal
(2000) con el zapote mamey, y Abu-Goukh & Abu-Sarra con el mango (1993)
describen un comportamiento contrario.

En el caso de la guayaba (Bashir 2003) describe una disminucion similar al reportado
en la mora. Sin embargo, en este estudio no se especifica el criterio de escogencia de
madurez de la guayaba utilizada para el analisis.

Por esta razén es necesario hacer un anélisis del contenido de fenoles en la guayaba
y su variacion de acuerdo a sus diferentes estados de madurez.

Se conoce que los compuestos fendlicos son los antioxidantes mdas abundante en
nuestra dieta, ya que la ingesta media diaria esta alrededor de 1 g, lo cual corresponde
a 10 veces mas que la ingesta de vitamina C, 100 veces mds que la ingesta de
vitamina E y 500 veces mds que la ingesta de carotenoides ( Scalbert y Williamson
2000 ).

La materia prima se produce en multiples regiones del pais, de manera silvestre y es
vital el aprovechamiento de ésta para reducir las perdidas postcosecha que a nivel

de finca que son cercanas al 22,1% y van en ascenso (Villamizar 2000 ).

2. ESTADO ACTUAL DEL TEMA

La conferencia de las Naciones Unidas celebrada en Chile en el afio 2002 por la FAO
incluyé a la guayaba dentro de los productos alternativos para superar la crisis
alimentaria y factores de cambio para el alivio de la pobreza en el mundo y Colombia.
Ese mismo afio la FAO publicé el documento “Nutricion humana en el mundo en
desarrollo”, donde incluy6 a la guayaba en la categoria de alimentos requeridos para

una dieta balanceada. (Michael y Latham 2002).
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La guayaba es un fruto rico en taninos, dcidos fendlicos , triterpenos, flavonoides ,
aceites esenciales , saponinas, carotenoides, vitamina A y C , fibra, 4cidos grasos y
una buena fuente de pectinas. (Kamath 2009)

Presenta un largo historial de usos tradicionales para el tratamiento de enfermedades
que han sido validadas por multiples investigaciones cientificas. En Colombia, las
hojas son utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de enfermedades como:
gastroenteritis, diarrea, disenteria, dolores reuméticos, gases y ulceras entre otros. Las
principales aplicaciones comerciales de la fruta son entre otras: la elaboracién de
jugos, néctares concentrados, gelatinas y dulces.

En Colombia, trabajos realizados por integrantes del grupo de investigacion sobre
“Estudio de los cambios quimicos y bioquimicos de alimentos frescos y procesados de
la Universidad Nacional de Colombia” como  Restrepo, (2008) vy Rojas
Barquera(2008) sitiian a la guayaba roja como una buena fuente de antioxidantes por
su alto contenido de fenoles y de acido ascérbico.

Mahattanatawee (2006) reporta a la guayaba y al sapote mamey como frutas que
exhiben mayores niveles de contenido de fenoles y de pectina. Jimenez-Escrig
(2001), confirma el mismo comportamiento anterior para la guayaba.

Stangeland (2008) y Alothman (2008) por su lado correlacionan positivamente en la
guayaba el alto contenido de fenoles con su capacidad antioxidante.

Y.Y Lim (2006) sugiere que la guayaba presenta muy buenas propiedades como
captador de radicales libres, pero presenta pobres propiedades como agente quelante.
Thaipong (2006) encuentra para la guayaba una alta correlacién positiva entre el
contenido de fenoles y de vitamina C midiendo las capacidades antioxidantes por los

métodos de ABTS, DPPH y FRAP.

3. REVISION DE LA LITERATURA
3.1 Generalidades de la guayaba

La psidium guajava L (figura 1) se cree que procede de Centroamérica, aunque se
cultiva a nivel mundial en casi todos los paises tropicales y subtropicales. En la tabla 1
se relaciona la clasificacion cientifica de la guayaba.

Los paises productores mds importantes a nivel mundial son Brasil, Colombia, Per,
Ecuador, India, Sudafrica, México, Filipinas, Venezuela, Costa Rica, Cuba y Puerto

Rico.
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Tomada de upload.wikimedia.org
Figura 1. Guayaba variedad regional roja y regional blanca en estado maduro.

Tabla 1. Clasificacion cientifica de la guayaba

TIPO FRUTA
NOMBRE COMUN  GUAYABA
NOMBBE Psidium
CIENTIFICO guajava L.
REINO Plantae
DIVISION I;/Iagn(’lmphyt
CLASE Magnoliodsida
ORDEN Myrtales
FAMILIA MYRTACEAE
GENERO Psidium
OTROS NOMBRES  CU3203,  guava,
goyabe, guayabe,

Fuente http://www.edinformatics.com/culinaryarts/food_encyclopedia/guava.htm 25/03/09

3.2 Produccion de la guayaba en Colombia

El niimero aproximado de productores en todo el pais es de 8.800 personas, de las que
se generan 3.000 empleos permanentes. El valor de la cosecha por aio es de $ 5.800
millones de pesos, con un valor de produccién de bocadillo y dulces de 23.500
millones de pesos, para un total de aporte del sector de $ 29.300 millones de pesos.
Los departamentos que sobresalen en la producciéon de guayaba son: Santander,
Boyacd, Huila, Tolima, Cundinamarca, Meta. (Villamizar 2000)

El area estimada de cultivo de guayaba es de 18.000 hectireas aproximadamente
(14.300 en Santander y Boyacd, con un ndmero de 4000 productores), con un
rendimiento promedio de 10 toneladas por hectdrea y un rendimiento potencial de 60 a
80 toneladas por hectiarea. Genera 4.000 empleos indirectos como vendedores y
distribuidores. La produccion del afio 2002 fue de 159.397 toneladas, con un valor
de $100 a $400 por kilo.

Se calcula que el nimero de jornales por afio es de 1°140.000, de este un 80% de la

participacion corresponde a la mujer. Existen 113 fabricas de bocadillo en Santander y
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128 féabricas o microempresas en el resto del pais, para un total de 241 empresas a
nivel Nacional (Cuestas 2002).

La produccion total de guayaba en el pais, para el afio 2002 con la participacion de 14
departamentos fue de 159.397 toneladas de guayaba, si tenemos en cuenta los seis
departamentos mds importantes en produccidn, el volumen de fruta en el afio 2002 fue
de 147.857 toneladas de guayaba, es decir, que estos departamentos tienen el 92.7% de
la produccion total del pais. La produccion mds alta de guayaba al igual que en drea
sembrada la tiene el departamento de Santander, en el afio 2002 la produccién de
guayaba fue de 66.209 toneladas (cerca del 44%) (Villamizar 2000)

Se destaca que el municipio de Barbosa es el mayor productor de guayaba con
4.494.95 toneladas y una participacion total en las ventas de Corabastos del 23.13% le
sigue el municipio de Vélez con 2.148 toneladas de guayaba y una participacion del
11.05%, el municipio del guamo en el departamento del Tolima con 1.886 toneladas y
una participaciéon del 9.71% entre los mas importantes. Las variedades colombianas
regionales existentes debido a la propagacion natural son la regional roja, Polo
nuevo, Guayabita de Sandond (Narifio), regional rosada, regional blanca, guavatd
victoria y Guayaba Agria; Se cuenta con otras variedades seleccionadas por el ICA
como la: guayaba manzana, guayaba pera, las rio Sudrez (RS) 961,962 y 963, 1a ICA
roja y la Palmira ICA 1 (Villamizar 2000).

A continuacién en la tabla 2 se presenta las caracteristicas mds importantes de algunas

variedades seleccionadas de la hoya del rio Suérez.

Tabla 2. Caracteristicas de algunas variedades de guayaba seleccionadas en la hoya del rié Suarez.

Guavata ] ] Brasil
VARIEDAD RS-961 RS-962 RS-963 victoria Regional roja redonda
MINIMA
LA EE 15.2 25.0 15.0 27.6 11.5 14
PESO
PROMEDIO
FRUTO(G) 144 173 159 155 116 143
FORMA DE N N .
FRUTO esférica | aperado aperado aperado esférica esférica
COLOR PULPA | Roja Rosado Roja Blanca roja Crema
SEMILLA (%) 2.5 2.7 2.7 3.8 4.3 1.6
SOLIDOS
SOLUBLES 8.7 9.4 9.2 8.1 10.5 9.9
ACIDEZ 0.32 2.02 0.34 0.40 0.51 2.44

Regional blanca, no se tienen los datos Fuente: MINAGRICULTURA (citado por CORPOICA 1996)
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La figura 2 muestra la ubicacion de la provincia de Vélez, principal region
agroindustrial de guayaba en Colombia, estd se ubicada al oriente del pais en el
departamento de Santander (a 260 Km por via terrestre de Bogotd. Sus coordenadas
estan entre los 73° 37° 30” y 73° 52’ 30” de longitud oeste y 6° 7’ latitud norte. Dentro
de los principales municipios productores de guayaba se destacan: Vélez, Barbosa,

Guavatd, Jestis Maria y Puente Nacional.

Ubicacion de la Region de Estudio

MUNICIPIOS DE LA PROVINCIA
{ DE VELEZ EN SANTANDER

"\

i; 4——— SANTANDER

Tomada de Villamizar 2000
Figura 2. Localizacion geografica del departamento de Santander y la provincia de Vélez.

El sistema de produccion de guayaba, estd ubicado predominantemente en el
agroecosistema Hoya del rio Sudrez. Después de la cafia el renglén con mayor
extension e importancia socioecondmica es la guayaba con 9.500 hectareas.

El clima es templado, muy himedo, con mds de 2.000 mm de precipitacion, con un
periodo seco entre diciembre a marzo y un “veranillo” entre julio y agosto. La
humedad relativa en promedio es del 78% vy la altitud oscila entre los 1.300 a 2.000
msnm.

En la Provincia de Vélez el 24% de la produccién local se utiliza como materia prima
para la elaboracion de bocadillo y el 73% restante se destina para el procesamiento en
otras industrias del pais (obtencién de pulpas y jugos) y como fruto fresco para el
consumo directo. Una apreciable cantidad se pierde en el campo (cerca del 23- %), los
otros usos de la guayaba estdn representados en la produccién de conservas y
compotas.

(Villamizar 2000).
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La zona productora de guayaba se caracteriza por un alto dominio de la poblacién
rural, con un 50% de niflos menores de 15 afios, con deficiencia en servicios publicos
basicos, infraestructura, salud y educacion. En términos generales, existe un porcentaje
elevado de personas con necesidades bdésicas insatisfechas y bajos indices de calidad
de vida.

El sistema de produccién de guayaba, es silvopastoril, que comprende la explotacién
de arboles de guayaba en praderas, sometidos al pastoreo de bovinos doble propdsito y
permite calificarlo como un sistema “limpio”, arménico con los conceptos de
desarrollo sostenible y produccién ecoldgica, puesto que no se usan productos de
sintesis quimica y la intervencién del hombre es principalmente como recolector de la
fruta. (Villamizar 2000).

La figura 3 muestra los paises donde se realizan las mayores importaciones de
guayaba colombiana. La figura 4 muestra a Bogotd D.C y el departamento de
Cundinamarca como los principales centros de consumo.

La figura 5 muestra la tendencia de los ultimos afios sobre las exportaciones de

guayaba y como estas han venido decreciendo.

Figura 3. Principales paises importadores de la guayaba producida en Colombia.
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Figura 4. Centros de consumo a nivel nacional 2005.
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Figura 5. Exportaciones de guayaba en los tltimos afios (en toneladas).

Fuente de informacién-Departamento Nacional de Estadistica DANE- cdlculos PROEXPORT
Colombia. http://www.proexport.com.co/

3.3  Propiedades fisicoquimicas de la guayaba

Con base en la tabla de composicién de alimentos del ICBF (2008) se tienen los

siguientes propiedades fisicoquimicas reportadas para la guayaba en Colombia:

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de la guayaba blanca

Componente Cantidad Componente cantidad Componente Cantidad
Agua () 86 Sodio (mg) - Acidos grasos poliinsaturados (g) -
Proteinas (g) 0,9 Potasio (mg) Colesterol (mg)
Grasas (g) 0,1 Calcio (mg) 15 Acidos grasos saturados (g) -
Cenizas (g) 0,7 Fésforo (mg) 2 Acidos grasos (r;l)onomsaturados }
Fibra dietética (g) Hierro (mg) 0,7 Tiamina (mg) 0,03
Carbohidratos totales (g) 12,3 Zinc (mg) - Riboflavina (mg) 0,03
Carbohidratos disponibles ) Vitamina A Equiv. totales 0 Niacina (mg) 0,6
(® (ng
. B- caroteno Equiv. totales .
Energia (kcal) 54 (g - Vitamina C (mg) 240

e —
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Tabla 4 .Propiedades fisicoquimicas de la guayaba roja

Componente Cantidad Componente Cantidad Componente Cantidad

Agua (g) 86 Sodio (mg) - Acidos grasos saturados (g) -
Protefnas (g) 0,9 Potasio (mg) ) Acidos grasos (r;l;)nomsaturados }
Grasas (g) 0,1 Calcio (mg) 17 Acidos grasos poliinsaturados (g) -
Cenizas (g) 0,7 Fésforo (mg) 30 Colesterol (mg) -

Fibra dietética (g) - Hierro (mg) 0,4 Tiamina (mg) 0,05

Carbohidratos totales (g) 12,3 Zinc (mg) - Riboflavina (mg) 0,03

Carbohidratos disponibles Vitamina A Equiv. totales 120 Niacina (mg) 0,6

(€] (ng)
Energia (kcal) 54 B 'Camten"(f;‘”v' totales ; Vitamina C (mg) 200

Fuente; http://www.rlc.fao.org/bases/alimento/busca.asp

Se observa principalmente un alto contenido de carbohidratos totales y de vitamina C
(mayor para la variedad blanca que roja).

3.4 Capacidad Antioxidante

La capacidad antioxidante de una sustancia se define como la capacidad que tiene ésta
de: captar quimicamente los radicales libres o suprimir la formacién de especies
reactivas envueltas en la produccién de radicales libre que actian sobre los sustratos
en la propagacion de la cadena de reacciones oxidativas.

Los antioxidantes pueden inhibir o retardar la oxidacion de 2 formas: captando
radicales libres, en cuyo caso se denominan antioxidantes primarios (incluyen
compuestos fenodlicos, tales como la vitamina E, y se destruyen durante el periodo de
propagacién); o por mecanismos que no estén relacionados con la captacion de
radicales libres, en cuyo caso se conocen como antioxidantes secundarios. (Estos

mecanismos incluyen unién a metales pesados, captaciéon del oxigeno, conversion de
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hidroperdxidos a especies no radicales, absorcién de la radiaciéon UV, o desactivacion
del oxigeno singlete). Normalmente éstos solo poseen actividad en presencia de un
segundo componente minoritario, tales como iones metdlicos u otros antioxidantes
primarios  (Halliwell 1989).

También han sido reportados trabajos que atribuyen su accién antioxidante a la
inhibicién de enzimas prooxidantes como la lipooxigenasa (Decker 1995).

La actividad antioxidante total se define como una estimacion fiable y global de la
capacidad antioxidante de un alimento, ademds de ser un pardmetro interesante para
valorar la calidad dietética del producto en cuestion (Arnao 1996).

Mencionado con anterioridad, los antioxidantes primarios tienen la capacidad de
capturar radicales libres para inhibir etapas como la de iniciacién y propagacion de
las reacciones en cadena.

Siguiendo el siguiente Mecanismo:

L°+AH — LH+A"
LO"+AH — LOH+ A"
LOO" + AH — LOOH + A"

De esta forma los pasos de iniciacién (por reaccién con el radical lipidico: L") y
propagacion (por reaccién con radicales alcoxi: LO o peroxilo: LOO") son inhibidos
por el antioxidante AH (Apak. R 2007).

Los antioxidantes secundarios previenen la formacién de nuevos radicales libres y
protegen contra el dafio oxidativo. Estos también incluyen enzimas como por
ejemplo: la Superoxidodismutasa (SOD), la catalasas (CAT), la glutatiéon peroxidasas

(GHS-Px) entre otras. (La calle 2007).

3.5 Mecanismos de capacidad antioxidante

Los mecanismos de capacidad antioxidante se pueden clasificar en dos:

Por transferencia de dtomos de hidrogeno o HAT: este mecanismo mide la capacidad
de un antioxidante de bloquear radicales libres (generalmente radicales peroxilo) por

donacion de un dtomo de H ejemplo:

ROO “ + AH/ATOH — ROOH + A"/ ArO”
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El radical ariloxi (ArO*) formado por la reaccion entre el antioxidante fendlico

(ArOH) y el radical peroxilo (ROO") es estabilizado por resonancia.

Por transferencia de electrones o ET

Este mecanismo se basa en el siguiente esquema de reacciones:

ROO" + AH/ArOH — ROO "+ AH *'/ArOH ™
AH */ArTOH " + H,O < A"/ ArO" + H30"
ROO "~ +H;0* — ROOH + H,0

Donde AH */ArOH *" son cationes radicales.

Los ensayos basados en este mecanismo son relativamente mdas lentos que algunas
basadas en el mecanismo HAT y generalmente son dependientes del solvente y el pH.
El radical ariloxi (ArO’) es posteriormente oxidado a la correspondiente quinona
(Ar=0), lo que maés estabiliza al radical ariloxi, es la facilidad con que se dé la
oxidacién del ArOH a Ar=0 debido a la reduccion del potencial redox.

En muchos ensayos basados en el mecanismo por ET la accion antioxidante es
convenientemente simulada por una prueba de potencial redox (Apak. R 2007).

3.6 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son sustancias orgdnicas ampliamente distribuidas en el
reino vegetal. Se sintetizan como metabolitos secundarios con funciones de defensa, y
son en gran medida responsables de las propiedades del color, la astringencia y el
flavor (sabor y aroma) de los vegetales. Se encuentran en las verduras y frutas, y en
productos derivados como el vino o la cerveza. Todos tienen en su estructura uno o
mds anillos aromdticos con al menos un sustituyente hidroxilo (Bravo 1998). Su
estructura quimica es propicia para secuestrar radicales libres, debido a la facilidad
con la que el 4tomo de hidrégeno desde el grupo hidroxilo aromético puede ser donado
a la especie radical, y a la estabilidad de la estructura quinona resultante que soporta

un electrén desapareado (Pannala 2001).
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(Tomado de Fernandez pachén 2006)
Figura 6. Esquema de mecanismo de reaccién de donacién de hidrogeno de compuestos fendlicos.

La actividad antioxidante de los polifenoles depende del nimero y la localizacién de
los grupos hidroxilo que contiene en su estructura (Cao 1997; Laugthon 1991).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos tiene interés desde un punto de
vista tecnoldgico y nutricional (Berra 1995). Asi, los compuestos fendlicos intervienen
como antioxidantes naturales de los alimentos, por lo que la obtencién y preparacion
de alimentos con un alto contenido en estos compuestos supone una reduccién en la
utilizacion de aditivos antioxidante sintéticos , a la vez que se obtienen alimentos mds
saludables, que incluso pueden llegar a englobarse dentro de los alimentos
funcionales. Desde un punto de vista nutricional, esta actividad antioxidante se asocia
con su papel protector en las enfermedades cardiovasculares y en el cancer asi como
en procesos de envejecimiento por lo que estd siendo intensamente estudiado mediante

ensayos "in vivo" e "in vitro"( Fernandez pachén 2006)

3.7 Principales tipos de fenoles vegetales

Los acidos fendlicos: Este grupo de compuestos se caracteriza por poseer un anillo
aromadtico, el grupo hidroxilico comunes a los compuestos fendlicos y una funcién
carboxilica. Los dcidos fendlicos que tienen interés terapéutico son derivados del acido
benzoico o del 4cido cindmico (caféico, ferulico, p-cumarico).

Los derivados del acido benzoico son muy abundantes en la naturaleza tanto libres,
como éacidos o aldehidos (anisaldehido), y combinados en formas heterosidicas
(resultado de condensacion de uno o varias azucares simples con una estructura no
glucidica), correspondiendo a este grupo la unidad bésica estructural de los taninos
gdlicos o hidrolizables (el 4cido gélico).

Los derivados del acido cindmico también son abundantes en la naturaleza pero en

este caso se encuentran casi siempre esterificados con azicares o alcoholes alifaticos
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como por ejemplo el dcido clorogénico y otros metabolitos secundarios como los

flavonoides.

HO 24

0
O OH
=" "OH —~
= = ot HO
HO = RO N/ OH o
OH
HO O % Metoximetilgalato

acido galico acido Elagico

Acido fenilico OH Acido cafeico

] =CH—COOH
HO_‘{*\ }—CH=—=CH—COOH HO H=C
CH,O

N

Tomada de Nuengchamnong, 2009

Figura 7. Ejemplos de estructuras de acidos fenélicos

Taninos condensados: Se conocen también como no hidrolizables, ya que se
hidrolizan con dificultad y por el contrario, el tratamiento con calor y dcidos minerales
origina polimeros de alto peso molecular (Ilamados flobdfenos). Este tipo de taninos se
producen en el metabolismo normal de los vegetales por lo que se consideran

fisiolégicos y se encuentran ampliamente repartidos en el reino vegetal.

Quimicamente se forman por condensacion de catequinas o catecoles (flavanoles) con
uniones directas C-C entre las moléculas, generalmente en 4—8 o en 4—6 y no
contienen azucares en su estructura. Biogenéticamente proceden del metabolismo de

los flavonoides y se forman a partir de una flavanona por hidroxilacion en el C-3.

Las propiedades més interesantes de este tipo de taninos se deben a su capacidad de
combinarse con diversas sustancias formando complejos. El empleo mds antiguo
conocido de estas sustancias, como ya se ha comentado, es en la industria de los
curtidos. Aunque en la actualidad se utilizan otros compuestos para curtir, todavia en

algunos sitios y para curtidos especiales se sigue recurriendo a su uso.
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Figura 8. Ejemplos de estructuras del principal precursor de los taninos condensados (flavan3-ol)
y de algunos taninos condensados.
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Taninos hidrolizables: son ésteres de acidos fendlicos (principalmente gélico o
eldgico) con un azicar (generalmente glucosa) o un polialcohol. Estos taninos como su
denominacién indica se hidrolizan con facilidad tanto por dcidos y dlcalis como por

via enzimatica.

Galelanings

{)H
LR B OH
HE 0
o elagitaninos \ & Dt[
Uit

b

5 HO Y o
wor i im’\r/J‘ﬂ
HO Ot

Tomado de Mueller Harvey 2001

&

Figura 9. Ejemplo de taninos hidrolizables: galotaninos y elagitaninos
Flavonoides

Son metabolitos secundarios polifendlicos ampliamente distribuidos en el reino
vegetal y encontrado en altos niveles en varias frutas, vegetales y bebidas. La familia
de los flavonoides, se divide en 6 subgrupos principalmente: flavonoles, flavonas,

flavan-3-oles, isoflavonas, flavanonas y antocianidinas.

H
HO,

Flavonoles(Quercetina)

H
HO, 0,
OH 0

Flawononas(naringenina) Flavan-3-oles { (+-catequina) Antocianidinas

Flavonas(Luteolina)

Tomado de Crozier ,2000
Figura 10. Principales estructuras de tipos de flavonoides
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3.8 Otros compuestos importantes con actividad antioxidante presentes en los
vegetales

Vitamina C

I
.L'l'lD

o
HO —

HO OH

Tomado de http://www.acidoascorbico.com/vitamina_c marzo 25/2009

Figura 11. Estructura del acido ascérbico

La vitamina C es una vitamina hidrosoluble sensible al calor. Se trata de un dacido L-
ascorbico y sus sales, los ascorbatos (los mds comunes, que son ascorbatos de sodio y
de calcio).

Es un cofactor enzimdtico implicado en diversas reacciones fisiologicas
(hidroxilacién). Es necesaria para la sintesis del coldgeno y de los glébulos rojos, y
contribuye al buen funcionamiento del sistema inmunitario. También juega un papel
en el metabolismo del hierro, en la transformacién de dopamina en noradrenalina y en
la biosintesis de carnitina. Es muy fragil en solucién, se destruye al contacto con el
aire, por la luz o el calor.

Se trata de un antioxidante, capaz de contrarrestar la accién nociva de oxidantes como
los radicales libres. Con este fin, también se emplea la forma R- del dcido ascérbico, la
cual, al contrario que la forma L-, no presenta actividad vitaminica.

El acido L-ascorbico

El 4cido ascorbico L es una molécula soluble en agua con propiedades antioxidantes.
Su aspecto es de polvo o cristales de color blanco-amarillento. Su estructura presenta
una lactona y dos grupos hidroxilos endlicos, asi como un grupo alcohol primario y
secundario. El acido ascérbico forma dos enlaces de puentes de hidrégeno
intramoleculares (lineas discontinuas en la figura 12) que contribuyen de manera

decisiva a la estabilidad, y con eso a las cualidades quimicas de la estructura endiol.
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Figura tomado de http://www.acidoascorbico.com/vitamina_c marzo 25/2009

Figura 12. Formacién de puentes de hidrogeno por el acido ascérbico

El 4cido ascorbico se comporta como un dcido carboxilico vinilogo, en donde el doble
enlace ("vinilo") transmite pares de electrones entre el hidroxilo y el carbonilo. Hay
dos estructuras de resonancia para la forma desprotonada, que se diferencia en la
posicién del doble enlace. Otro modo de ver el dcido ascorbico es considerarlo como
un enol. La forma desprotonada es un enolato, que por lo general es fuertemente

basico. Sin embargo, el doble enlace adyacente estabiliza la forma desprotonada..

http://www.acidoascorbico.com/vitamina C marzo 25/2009

HO,

A =

—

HGJ OH HA oH

. it
— H.,n /

o

Tomado de http://www.acidoascorbico.com/vitamina_c marzo 25/2009

Figura 13. Movimiento de los pares de electrones en la desprotonacion.
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Carotenoides

Los carotenoides o tetraterpenoides son una clase de pigmentos terpenoides con 40
atomos de carbono derivados biosintéticamente a partir de dos unidades de geranil-
geranilpirofosfato. En su mayoria son solubles en solventes apolares y de coloraciones
que oscilan entre el amarillo (por ejemplo el B-caroteno) y el rojo (por ejemplo el
licopeno).

Los carotenoides se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal, en
bacterias, y muy pocos se han reportado en animales (por ejemplo los colores rojizos
de las plumas del flamingo son debidos a la cantaxantina, un carotenoide), y
particularmente invertebrados marinos como las esponjas, estrellas de mar, pepinos de
mar, erizos de mar, y otros. En los animales superiores el B-caroteno es un
requerimiento dietario esencial pues es precursor de la vitamina A.

Se conocen mds de 600 carotenoides, y se les encuentra en forma libre, como ésteres
de acidos grasos o como glicésidos. Sin embargo los glicésidos carotenoides son muy
raros, un ejemplo de estos ultimos es la crocina.

Los carotenoides se encuentran principalmente en partes aéreas de las plantas,
especialmente en hojas, tallos y flores, en frutos (por ejemplo tomate, pimenton, etc.)
y en menor proporcidn en raices (por ejemplo la zanahoria).

La Figura 14 muestra algunos ejemplos de los carotenoides mds distribuidos en la

naturaleza.

Tomado de www.tfyb.uba.ar/qca_org/teo_2006/Carotenos.ppt
Figura 14. Estructuras del f-Caroteno y o carotenos respectivamente.
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3.9 Técnicas de medicion del contenido de fenoles y de la capacidad antioxidante

3.9.1 Determinacion del contenido de fenoles libres con el reactivo de Folin
Ciocalteu(Shahidi 1995)

El reactivo de Folin-Ciocalteu tiene una coloracién amarilla por su estructura

formada por un complejo de fosfotungteno molibdato (posiblemente (PM0W11040)4‘).

Los compuestos fendlicos tienden a oxidarse para reducir al Molibdeno presente en

el complejo lo que produce la formacion de una solucién de coloracion azul.

En medio béasico (ajustado con Na,COs3 pH =10), la disociacion del protén fendlico

permite al anién fenolato reducir al reactivo de folin Ciocalteu por un mecanismo de

transferencia de electrones.

La intensidad del color azul se mide espectrofotométricamente a 765 nm y de esta

forma se estd midiendo la capacidad total reductora de una muestra

Se expresa en mg equivalentes de dcido gdlico/100 g de fruta. Las principales

interferencias para esta determinacidén son algunos azucares como la glucosa, fructosa

y sacarosa, aminas aromadticas, el acido ascorbico. Ademds, reacciona con muchas

sustancias inorgénicas como por ejemplo: sulfato de manganeso, nitrito de potasio,

cianuro de sodio y sulfato de hierro (Michael 2002).

3.9.2 Determinacion de capacidad antioxidante con ensayo por bloqueo de
cationes radicales ABTS®" (Re et al 1999)

El compuesto cromégeno ABTS 2,2'-azino-bis (acido 3-etillbenzotiazolina-6-

sulfénico) mostrado en la figura 15 presenta un color azul verdoso, es soluble en agua

y disolventes organicos y quimicamente estables.

Al reaccionar el ABTS con persulfato de potasio se genera el radical cationico

ABTS®" el cual presenta nuevas caracteristicas con maximos de absorcién a 414, 645,

734 y 815nm; en presencia de un antioxidante se inhibe la formacion del radical que

se traduce en una pérdida de la coloracién verde azulada y se determina la reduccion

de la absorbancia a 734 nm.

Ventajas del método: el método estable, reproducible y puede usarse en medios

lipofilicos e hidrofilicos.
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Desventaja del método: El radical ABTS®*" no se encuentra en el organismo, por lo que
no representa una fuente fisiol6gica (Michael 2002). Ademads, con algunas reacciones
requieren mayor tiempo para alcanzar su estado estacionario.

El resultado se expresa en moles equivalente de trolox por gramo de muestra.

El trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico ) se utiliza como un

antioxidante estdndar y es un andlogo de la vitamina E (ver estructura en la figura 16)

. i " O T *
AOJS\-:-’-’;\\"S EN%SVYSC& KaGally ’ \@;‘5')—_"‘”:‘: Q

' [ = NT
by A } N N = _ (;:"; anfioxidante
N CaHs

H —
CoHg e —~———— decolorado

[
ABTS ABTS

Coloracion verde
azulada

Tomado Huang 2005
Figura 15. Esquema de formacion de radical ABTS®* e interacciéon de este con antioxidante.

0.| COsH

HO

Tomado de upload.wikimedia.org
Figura 16. Estructura del Trolox

Una de las ventajas del trolox es que puede ser utilizado en sistemas hidrofilicos y
lipofilicos, ademds de su simplicidad y rapidez en las reacciones (Re 1999).

3.9.3 Determinacion de capacidad antioxidante con ensayo por bloqueo de
radicales DPPH (Brand Williams 1995).

Este método se basa en la reduccion del radical DPPH (2,2-Difenyl-1-picrilhidrazil)

de color violeta que se torna amarillo de acuerdo a la presencia de los antioxidantes.

La decoloracién se determina a 517 nm y se expresa en uMoles trolox /g de muestra.

Ventajas: es un ensayo sencillo y no se necesita generarse el radical, ya que el DPPH*

se comercializa como tal.

Desventajas: solo puede disolverse en medio orgdnico. Ademds, presenta como

importante interferencias a los carotenoides que presentan un espectro similar

(Michael 2002).
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L-acido ascarbico acido dehidroascorbico

Tomado Brand Williams 1995

Figura 17. Reaccion de antioxidante (acido ascorbico) con radical DPPH y

3.9.4 Determinacion de capacidad antioxidante con ensayo de capacidad
reductora
FRAP (Ferric reducing activity /antioxidant power -Benzie & Strain

1996).

Mide la capacidad que tiene una sustancia de reducir un complejo férrico, con la
molécula tripiridil s-triazina (TPTZ), a su forma ferrosa (a pH bajo). Se utiliza como
patrén antioxidante al sulfato ferroso en uMoles/g de muestra o al Trolox, Se mide la
coloracién producto de la formacion del complejo ferroso a una longitud de onda de

593 nm.

N T NS
| 1 'T-t] | | J
= b M. S s =2 L=l N L =
S [ 3 g = =
::F_IEQLINHFN + antioxidant ;Eﬂ.”ln N
SR 5 R SUA
M. e e ! M 14
Saash ey e
-~ g S
Fe(llTPTZ)1* [Fe(liliTPTZ):12", Amax = 593 nm

Tomado de Huang 2005

Figura 18. Reduccién del por efecto del antioxidante TPTZ Fe** a TPTZ Fe**.

Ventajas del método: el ensayo FRAP es sencillo y facilmente automatizable. Es
rapido, generalmente la reaccién se completa entre 10 y 30 minutos.

Desventajas del método; en el caso de algunos polifenoles se han descrito reacciones
mads lentas, llegando incluso a requerir mas de 30 minutos para completar la reduccion
del complejo. La reaccién no es especifica, y por tanto, cualquier sustancia con un
potencial redox menor a 0.70 V originard la reduccién del complejo Fe ** -TPTZ por

ejemplo, el acido ascérbico presenta un potencial redox de 0.28 V (Michael 2002).
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Los cuatro ensayos anteriores utilizan como mecanismo de capacidad antioxidante la

transferencia de electrones.

3.9.5 Determinacion de capacidad antioxidante con ensayo por decoloracion del
caroteno (Velioglu et al. 1998).

Este método se basa en la oxidacion del 4cido linoléico con el aumento de la

temperatura, generandose radicales peroxil debido a la abstraccion de un dtomo de

hidrogeno del grupo metilen dialilico del acido (Kumaran& Karunakaran, 2006).

El radical libre oxida el altamente insaturado -caroteno quien se oxidard y fraccionara

con la correspondiente perdida de absorbancia a 470 nm. (figura 19) La presencia de

antioxidantes en el extracto minimiza la oxidacion del B-caroteno por los hidroperéxidos.

Los hidroperéxidos formados en el sistema serdn degradados por los antioxidantes de los

extractos.

Algunos estudios muestran que no hay correlacion entre el contenido de fenoles totales y

este ensayo. (Amarowicz 1993; Mariod 2006).

Este ensayo estd indicado para compuestos liposolubles. El patrén utilizado suele ser

trolox o también dcido galico.

Ventajas: el uso de 4cido linoléico como sustrato acerca el ensayo a condiciones

bioldgicas reales.

Desventajas: existen numerosos compuestos orgdnicos como el catecol y la

hidroquinona, que reaccionan con los peréxidos formando compuestos quindnicos que

absorbe a 470 nm. A continuacién se muestra un esquema del mecanismo de reaccion

entre el acido linoleico y el B caroteno.

Formacion del radical peroxil.
R H,0
. > (
Y+ oH yo -
H

Interaccién del radical peroxil con el B caroteno

f-caroteno
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Fragmentacion de b caroteno oxidado.

SRO* RO™= 4

Figura 19. Mecanismo de reaccion entre el acido linoleico y el B caroteno

e —
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4. METODOLOGIA
En la figura 20 se presenta un diagrama general de la metodologia aplicada para el
estudio del contenido de fenoles, su actividad antioxidante y vitamina C en las tres

variedades de guayaba estudiadas y sus diferentes estados de madurez.

Seleccion, preparacion y extraccion
de la muestra

l

» Seleccion de Fruta = indice de madurez (2 brix /acidez
titulable) e indice de color (Galvés)

+ Extraccion solido - liquido, con Etanol 96%.tiempo
extraccion 30 min, T extraccion 50°C.

+ Relacion pulpa- extractante - 1:10.

( Restrepo D,2008)
Anilisis de extractos ABTS - (Re
obtenidos 1999)
Método de Folin
Ciocalteu.
(Shahidi, 1995) DPPH-( Brand-
Williams, W al;
CAPACIDAD L 1994)
ANTIOXIDANTE
DETERMINACION DE -
FRAP- (B
VITAMINA C TOTAL o St( cnzie
Gokmen 2000) oo
( 1996)
B-Caroteno-
(Velioglu 1998)

Figura 20. Metodologia utilizada para el analisis de contenido de fenoles, actividad antioxidante y
vitamina C para la guayaba en sus tres variedades y diferentes estados de madurez.

4.1 Muestras de guayaba

En este estudio se trabajaron 3 variedades de guayaba: regional roja, regional blanca
y guavatd victoria en sus diferentes estados de madurez (verde, pintona, madura,
sobre madura), suministradas por la cooperativa éxito ubicada en el municipio de
Vélez departamento de Santander.

De las variedades estudiadas, la regional roja tiene como principal caracteristica la
pulpa de color rosado oscuro, la regional blanca presenta la pulpa de color crema y la
guavatd victoria presenta una pulpa de color crema un poco mads claro que la regional

blanca. El color de la cascara varia de verde a amarillo segtn el estado de madurez.
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El estado inmaduro presenta coloracion verde, el estado pintén toma una coloracion
verde con ligeras visos de color amarillo. El estado maduro se presenta con una
coloracion amarilla y el estado sobremaduro es de color amarillo pero presenta una
notable disminuciéon de firmeza lo cual lo hace mds susceptible a dafios por
manipulacién mecdnica. Las  variedades regional roja y regional blanca son de
forma esférica y la guavatd victoria es de forma aperada e (ver anexo I, indice de
color de Gélvez).

De cada lote de muestras de las variedades estudiadas en sus diferentes estados de
madurez se seleccionaron tres guayabas al azar en buen estado de sanidad , se lavaron
con abundante agua y se obtuvieron un puré por maceracién de la fruta completa
(pulpa, casco, cascara y semillas).

Se clasificaron las fruta de acuerdo a su estado de madurez, mediante el indice de
madurez que se conoce como la relaciéon entre los grados brix (° brix) sobre la
acidez titulable (expresada en % de acido citrico) y se complementd con al indice de
color reportado por Gélvez (1998).

La acidez tituldble se evalio de acuerdo ala Norma Técnica Colombiana, NTC 4623
y el contenido de sélidos solubles se midié con un refractémetro Atago 8682. El

resultado se expresa como grados Brix (° brix).

4.2 Extraccion de fenoles

Para la extraccion de fenoles se realizaron extraccidnes solido- liquido con etanol al
96% y con base en las condiciones previamente optimizadas por Restrepo (2008) con
algunas modificaciones. Se utilizaron proporciénes en masa de fruta- extractante -
1:10 con un tiempo de 30 minutos y a una temperatura de 50°C

Se realiz6 una segunda extraccién bajo las mismas condiciones, y el extracto total
obtenido se centrifugd durante 15 minutos a 5000 rpm(3500 gravedades) a 4°C.

El sobrenadante obtenido de cada lote de muestra se utilizé para las determinaciones
del contenido de fenoles libres y las diferentes técnicas de medidas de capacidad

antioxidante.

4.3 Analisis de extractos obtenidos

Todas las siguientes determinaciones fueron realizadas por triplicado.

Universidad Nacional de Colombia -Departamento de Quimica



ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L) COLOMBIANA
EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

4.3.1 Determinacion del contenido de fenoles libres (Shahidi 1995)

El contenido de fenoles libres se cuantificé por el método de Folin Ciocalteu con
algunas modificaciones. Se prepard una curva de calibracién utilizando 4cido gélico
como patrén de cuantificacion en un rango de concentracion de O - 6 mg/L.

Se tomaron 100 uL de una mezcla formada por solucién stock 1,0 mM de acido
gdlico y agua destilada teniendo en cuenta que en el volumen final de la mezcla (1.6
mL), se obtengan concentraciones dentro del rango deseado (0 - 6 mg/L).
Posteriormente Se adicionaron 750 pL de reactivo de Folin Ciocalteu 10% v/vy 750
uL de de Na,COs; al 6% m/m.

Transcurridas dos horas a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad se
hicieron lecturas directas de absorbancia a 765 nm de la mezcla anterior, con un
espectrofotometro Genesys 10 UV (Madison WI 53711, USA).

Para el extracto etandlico obtenido de la guayabas se realizaron diluciones al 40%
v/v en agua y se tomaron los mismos volimenes y condiciones descritas con
anterioridad.

La muestra control o blanco se utilizé bajo las mismas condiciones pero con 100 uL.
de agua destilada. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de 4cido galico

/100g fruta entera en base humeda.

Figura 21. Cambio de coloracion del reactivo folin Ciocalteu en presencia del antioxidante.

e —
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4.3.2 Medidas de la capacidad antioxidante
4.3.2.1 Determinacion del Bloqueo de radicales ABTS®* (Re, 1999)

Se prepar6 una mezcla 1:1 v/v  compuesta por ABTS 7,0 mM y persulfato de
potasio 0,45 mM, ésta se deja reposar en oscuridad durante minimo 16 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, se toma un pequefio volumen de la solucién
anterior (ABTS®" ) y se diluy6 con etanol hasta alcanzar una absorbancia inicial de
0,7 £0,20 a 734 nm.

Se preparé una curva de calibracion utilizando trolox como patrén de cuantificacion
en un rango de concentracion de de 0 a 20 uM. Se tomaron 950 pL del reactivo catiéon
radical ABTS®*" y se adicionaron 50 pl de soluciones patrén de Trolox teniendo en
cuenta que con el volumen final de la mezcla (1.0 mL), se obtengan concentraciones
dentro del rango deseado. La mezcla se dej6 incubando 30 minutos a una temperatura
de 30°C.

Para los extractos etandlicos obtenido a partir de las guayabas se realizaron
diluciones al 40% v/v en etanol y se toman las mismos volimenes y condiciones
descritas con anterioridad, pero con tiempo de incubacién de 60 minutos

Se hicieron lecturas directas de absorbancia a las mezclas a 734 nm con un
espectrofotometro Genesys 10 UV (Madison WI 53711, USA).

La muestra control se utiliz6 bajo las mismas condiciones pero con 50 uL de etanol.

Los resultados se expresaron como pumol equivalentes de Trolox/g fraccién comestible en

base hiumeda.

Figura 22. Cambio de coloraciéon de ABTS®* con presencia de antioxidante.

% inhibicién de decoloracion por parte del antioxidante se expresa como
A =[(A control — A muestra)/(A control] * 100 donde A= absorbancia

4.3.2.2 Determinacion del Bloqueo de radicales DPPH* (Brand Williams et
al;1994)
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Se prepar6 una solucién stock de DPPH 1mM en etanol. Posteriormente, se tomé un
pequeiio volumen de solucién anterior y se diluyd con etanol hasta alcanzar una
absorbancia de 1,00 + 0,20 a 517 nm. Se prepard una curva de calibracién utilizando
Trolox como patrén de cuantificacién en un rango de concentracién de de 0 a 25 uM.
Se tomaron 950 uL del reactivo radical DPPH* y se adicionaron 50 ul de soluciones
patrén trolox teniendo en cuenta que con el volumen final de la mezcla (1.0 mL) ,se
obtenga concentraciones dentro del rango deseado. La mezcla se dej6 incubando 30
minutos a temperatura ambiente.

Para los extractos etandlicos obtenido a partir de las guayabas se realizaron
diluciones al 40% v/v en etanol pero con tiempos de incubacién de 90 minutos.

Se hicieron lecturas directas de absorbancia a las mezclas a 517 nm con un
espectrofotometro Genesys 10 UV (Madison WI 53711, USA).

La muestra control se utiliz6 bajo las mismas condiciones pero con 50 pL de etanol.
Los resultados se expresaron como umol equivalentes de Trolox/g fraccién comestible

en base humeda

Figura 23. Cambio de coloracion del reactivo en presencia del antioxidante.

% inhibicién decoloracion por parte del antioxidante se expresa como:
A = [(A control — A muestra)/(A control] X100 donde A= absorbancia

4.3.2.3 Determinacion de la capacidad reductora FRAP (Benzie y Strin, 1996).

Para el ensayo FRAP se prepar6 un buffer acetato de sodio 300 mM pH 3.6, TPTZ en
concentracion 10 mM disuelto en HCL 40 mM y FeCl5-6H20 20mM. El complejo
férrico fue preparado mezclando las siguientes cantidades: 25 ml de buffer de acetato
de sodio, 2,5 ml de solucién de TPTZ y 2,5 ml de solucién FeCl;-6H20 en un

volumen final de 100 mL.
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Se prepar6 una curva de calibracién utilizando Trolox como patrén de cuantificacion
en un rango de concentraciéon de de 0 a 35 uM. Se toman 950 pL del reactivo de
FRAP y se adicionaron 50 pl de soluciones patrén trolox teniendo en cuenta que con
el volumen final de la mezcla (1.0 mL), se obtenga concentraciones dentro del rango
deseado. La mezcla se dejo incubando 10 minutos a una temperatura de 37 °C.

Para los extractos etandlicos  obtenidos a partir de las guayabas se realizaron
diluciones al 40% v/v en etanol pero con un tiempo de incubacién de 30 minutos. Los
resultados se expresaron en pmol Trolox/g de fruta en base himeda.

Se hicieron lecturas directas de absorbancia a las mezclas a 593 nm con un
espectrofotdmetro Genesys 10 UV (Madison WI 53711, USA).

La muestra blanco se utiliz6 bajo las mismas condiciones pero con 50 uL de agua.

Los resultados se expresan como umol equivalentes de Trolox/g fraccién comestible
en base humeda

% reduccion por parte del antioxidante se expresa como:
A =[(A muestra - A control )/(A control] X100 donde A= absorbancia

4.3.2.4 Determinacion de la decoloracion del p caroteno (Velioglu et al. 1998).

Para este método se prepararon 2 emulsiones: la emulsion blanco o referencia que estd
formado por 0,20 mL de CHCls, 0,6 mL tween 20, 0,04 mL de acido linoleico en un
volumen final de 100 mL con agua desionizada.

La otra emulsién que se llamoé solucion coloreada se prepard afiadiendo los mismos
componentes pero se adicionaron 0,20 mL de B caroteno (1mg/mL en cloroformo) en
vez de cloroformo. Ambas se mantuvieron 5 minutos en ultrasonido

Se prepararon 3 soluciones a partir de las emulsiones previamente descritas. La
solucion blanco se preparé mezclando 3,5 mL de emulsién blanco con 0,5 mL de
mezcla metanol, la solucién control se preparé mezclando 3,5 mL de emulsion
coloreada con 0,5 mL de metanol y La solucién con muestra preparé6 mezclando 3,5
mL de emulsion coloreada con 0,5 mL de muestra antioxidante o patrén de referencia

acido galico o trolox en este trabajo fue de concentracién 65,5 uM.

Las anteriores soluciones se incuban a 50°C durante dos horas.

% de inhibicién decoloracién del B caroteno se calcula como:
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= Acontrol_ A muestra / Acontrol * 100
Donde
A control = absorbancia solucién control

A uestra = absorbancia solucion muestra con antioxidante o estandar utilizado

El resultado se expresa como % de inhibicién relativo al patrén utilizado en umol

equivalentes acido gélico /g de fruta en base himeda.

4.4 Determinacion de vitamina C total (Gokmen 2000)

Para la determinacion de vitamina C total (4cido ascérbico y dehidroascérbico ) en
las tres variedades de guayabas en los cuatro estados de maduracion se utilizé
cromatografia liquida de alta resolucion HPLC segin metodologia de Gokmen
(2000,

El 4cido ascorbico es separado en una columna C18 utilizando un buffer de fosfatos
como fase movil a pH 2.4 y con un detector UV a 254 nm. El 4cido ascorbico total se
determina mediante la reduccion del acido deshidroascérbico presente en la muestra

con ditiotreitol (DTT).

Extraccion de la vitamina C total de la fruta fresca

Para la extraccion de la vitamina C de las frutas de guayaba se pesaron 2,0 £ 0,10 g del
puré que fueron extraidos con 8,0 mL de agua desionizada mediante agitacion
magnética durante 5 minutos. Los extractos se centrifugaron a 5000 r.p.m.(3500
gravedades) a 4 °C por 15 minutos. El sobrenadante es filtrado a través de un filtro
Millipore de 0,45 um, se tom6 1,0 mL del extracto y se llevé a un volumen final de

10,0 mL de fase movil.

Curva de calibraciéon
Para la cuantificacion del acido ascérbico, se preparé una curva de calibracion
utilizando soluciones recién preparadas de acido ascérbico (reactivo analitico) en un

rango de concentracion de 10 a 50 mg acido ascorbico/L.
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Se transfirié 1,0 mL de cada patrén a frascos dmbar (para evitar la oxidacién por la
luz) y se le adicion6é 1,0 mg de ditiotreitol utilizado como agente reductor del acido
deshidrascorbico. La mezcla de dej6 reaccionar durante 2 h en la oscuridad, se filtré a
través de microporo de 0,45 mm y se inyect6 al equipo de andlisis.

La curva de calibracion obtenida se utiliza para la cuantificacion de la vitamina C
total.

Para las muestras de guayaba se transfiri6 1,0 mL del extracto obtenido de la fruta
fresca y se coloc6 en un frasco dmbar (para evitar la oxidacién por la luz), se le
adicion6 1,0 mg de ditiotreitol utilizado como agente reductor del acido
deshidrascérbico. La mezcla de dejé reaccionar durante 2 h en la oscuridad, se filtré a

través de microporo de 0,45 mm y se inyect6 al equipo de andlisis.

El valor de la concentracion en la muestra se estimé interpolando el 4rea a partir de la
regresion de la curva de calibracion. La concentracién del 4dcido ascérbico total se

calcul6 utilizando la siguiente férmula:

mg/100g = Cn x 10/masa muestra
Donde C , es la concentracién de la muestra obtenida a partir de la interpolacion el

area a partir de la regresion de la curva de calibracion

Se calcul6 el promedio, la desviacion estdndar y el coeficiente de variacion para las

muestras y se reporté el contenido de vitamina C total

Condiciones de trabajo

La fase movil utilizada fue una solucién de fosfato monobdsico de potasio (KH,POj)
0,2 M ajustado a pH 2,4 con H3POy filtrada por filtro de 0,45mm y desgasificada en
ultrasonido por 10 minutos. El flujo utilizado fue de 0,5 mL/min y la columna
utilizada fue RP-18 Licrhosorb (150 mm x 4.0 mmx5 pm ) manejada a temperatura
ambiente. El detector UV-Vis utiliz6 a una longitud de onda de 254 nm para el acido
ascorbico..

El contenido de 4cido ascérbico total (AAT) se expresa como mg dcido Ascorbico

/100g de fruta.
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4.5 Analisis estadisticos de datos

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Se utiliz6 el paquete estadistico
STATGRAPHICS Plus Version 5.1 El andlisis estadistico del contenido de fenoles
libres, y capacidad antioxidante medido por los ensayos ABTS®" y DPPH* ,
capacidad reductora FRAP y decoloracion del B caroteno, asi como el contenido de
vitamina C total se realizé mediante andlisis de varianza (ANOVA) y las diferencias
significativas entre ellas, fueron separadas a través del método de Fisher (LSD); se
considerd p-valor < 0,05 como estadisticamente significativo (Ver anexo II).

4.6 Extraccion y andlisis preliminar de fenoles de la variedad con mayor
contenido de fenoles y capacidad antioxidante

En la figura 24 se presenta un diagrama general de la metodologia aplicada para la

extraccion y andlisis preliminar de fenoles obtenidos de la guayaba.

Extraccion liquido solido con
aguadesionizada (agua:
pulpa2:1)

Elucion por an'1herlila XAD 2

Analisis

compuestos eluidos con liofilizacién compuestos eluidos con
metanol agua

Analisis

Hidrolisis acida | — :
| Analisis del contenido de
Acetato de etilo fenoleslibres

\L Analisis | Analisis de capacidad

— antioxidante
Fase acuosa Fase organica

Analisis por HPLC

Analisis Analisis -

Figura 24. Metodologia aplicada para la extraccion y analisis preliminar de fenoles de la variedad

con mayor contenido de fenoles y capacidad antioxidante.
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Se escogio la variedad y estado de madurez que presenté mayor contenido de fenoles
libres, mayores capacidades antioxidantes y mayor contenido de vitamina C. ademas,
se verificaron la correlaciones existentes entre estas variables como criterio para

continuar con el andlisis preliminar de fenoles.

4.6.1 Extraccion de fenoles

Se realizé una extracciéon de los fenoles preparando una columna con Amberlita®
XAD 2 Previamente lavada con abundante agua desionizada y luego con solventes
orgénicos con un gradiente de polaridad para eliminar la presencia de iones cloruros y
otras impurezas. La guayaba entera se macerd y se mezclé con agua en proporcion
2:1 m/m (agua: fruta) por 10 minutos. Posteriormente se centrifugd a 5000 rpm (3500
gravedades) otros 10 minutos a una temperatura de 4°C recolectando el sobrenadante.
El paso anterior se hizo por duplicado.

El sobrenadante se eluyd a través de la columna en proporcion m/m amberlita y
sobrenadante 1:1 y posteriormente se lavé con agua desionizada hasta que el eluido se
mostré completamente incoloro, en este paso son eluidos los compuestos altamente
polares como 4cidos orgdnicos y azucares.

A continuaciéon se eluyeron los fenoles con metanol y el extracto obtenido se
concentrd a sequedad en un rotavapor a 50°C a presion reducida (Simunic2005), y se
redisolvié con 8,0 mL de metanol.

El extracto metandlico obtenido se monitored por espectroscopia UV a una longitud de
onda de 280 nm, y se considerdé el fin de la extraccion cuando la absorbancia

correspondiera al 10% de la absorbancia inicial.

4.6.2 Pruebas colorimétricas de identificacion de fenoles

A los extractos (metandlico y acuoso) obtenidos en el numeral 4.6.1 se aplicaron para
su reconocimiento preliminar diferentes ensayos de coloracién. A continuacién se
describen algunos ensayos hechos con base en lo reportado por Mueller Harvey

(2001).
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Tabla 5. Pruebas colorimétricas de identificacion de fenoles

Prueba
Colorimétricas
Indicativo Presencia de
Coloracién marrén verdoso Flavonoides o taninos condensados
FeCl; 1%
Coloracién azul negruzco taninos hidrolizables
Coloracién rosado presencia de galotaninos y elagitaninos
KIO; 1%
Coloracién naranja Acido gélicos libres
Gelatina 2% Si precipita presencia de taninos condensado
NaNO; 1% en acido acético Coloracion rosada presencia de Elagitaninos

4.6.3 Analisis por cromatografia liquida de alta eficiencia con detector
UV( HPLC-UV) de fracciones obtenidas por separacion con la
Amberlita® XAD

Este andlisis se hizo con el objetivo de obtener el perfil cromatografico de las

diferentes fracciones obtenidas por la elucién en la columna con Amberlita® XAD 2 y

ademds poner a punto ciertas condiciones que fueron utilizadas en el andlisis por

HPLC MS como la escogencia de la fase mévil, flujo y gradientes de elucidn.

Se utiliz6 un equipo Shimadzu SPD20 AV (detector UV VIS) con un volumen de

inyeccion de 20 pL de muestra, una columna Licrhosorb RP-18 (150 mm x 4.0 mmx5

um) a temperatura ambiente, la fase movil utilizada fue: acido férmico al 1% en agua

. (solvente A); metanol 100% (Solvente B). Se puso a punto el siguiente gradiente: O -

55 min (15-80% la concentracién de B) ,55-57 minutos, pasé de 80% a 15 % de B y de

57-62 minutos se mantuvo la concentracién de B en 15% .con un flujo total de 0,5

mL/min. Se utiliz6 un detector UV a longitudes de onda de 280 nm para 4cidos

fendlicos y flavonoles y 320 nm para derivados del acido hidroxicindmicos (Weisz G

2009) a 30 °C.

Antes de la inyeccién, Se hizo filtracion previa de los eluidos producto de la

separacion con Amberlita® XAD 2 con filtros de acetato de celulosa Millipore 0,45

um, y se desgasifico la fase movil durante 10 minutos en ultrasonido.

Se compararon tiempos de retencién y espectros de absorcién con estindares de

acido clorogénico, acido ferulico, acido caféico, acido gélico, rutina, catequina.

e —
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Tabla 6. Gradiente de elucion utilizado para el analisis de HPLC UV de fracciones obtenidas por
separacion con la Amberlita® XAD

gradiente
solvente A solvente B tiempo(min) %B
0 15
Agua con acido férmicol% metanol >> 80
57 15
62 15

4.6.4 Hidrolisis de fenoles eluidos con metanol

Se tienen antecedentes acerca del contenido de flavonoides glicosidados en la
guayaba. Reynertson (2008), Mahattanatawee (2006) y Eidenberger (2007).

El proceso de hidrdlisis se realizd con el objeto de liberar los posibles carbohidratos
ligados y obtener la correspondiente agliconas flavonoides presentes en el extracto
metanodlico, producto de la separaciéon con Amberlita® XAD 2. Se tomaron 10 mL
de extracto metandlico o acuosos obtenido de la extraccion de la columna amberlita y
se mezclaron con HCL 1,5 M en reflujo durante 2 horas. Se dejaron enfriar, y se
llevaron al rotavapor a 50°C y con vacio para retirarle el metanol atin presente. Se le
adicionaron 15 mL de acetato de etilo, y se llevaron a la fase acuosa (la més densa) a
pH 7.0 con NaOH 1.0M para posibilitar la liofilizacién. La fase orgédnica (la menos
densa) se produjo a sequedad en un rotavapor a 50°C a presion reducida, y se

redisolvié con 8,0 mL de metanol.

4.6.5 Analisis cromatografico por HPLC-UYV de productos de la hidrélisis acida

Este andlisis se hizo con el objetivo de Identificar preliminarmente posibles
flavonoides como agliconas o glucdsidos responsables de la posible actividad
antioxidante.

La fraccion orgédnica y acuosa obtenida de la hidrdlisis acida, se analizaron por HPLC.
Utilizando un equipo Shimadzu SPD20 AV (detector UV VIS) con un volumen de
inyeccién de 20 uL de muestra, una columna Licrhosorb RP-18 (150 mm x 4.0 mmx5
um)a temperatura ambiente, la fase movil utilizada fue: acido férmico al 1% en agua .

(solvente A); metanol 100% (Solvente B). Se utiliz6 el mismo gradiente descrito en
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la tabla 6, con un detector UV a longitudes de onda de 280 nm para 4cidos fendlicos y
flavonoles y 320 nm para derivados del acido hidroxicindmicos (Weisz G 2009) a 30
°C. Se compararon tiempos de retencidn y espectros de absorcidn con estdndares como

acido clorogénico, acido ferulico, acido caféico, acido gélico, rutina, catequina.

4.6.6 Determinacion del contenido de fenoles y capacidad antioxidante de
fracciones producto de la extraccion por Amberlita® XAD 2 y de la
hidrdlisis acida

Con el fin de determinar la variacion del contenido de fenoles y  capacidad

antioxidante de las diferentes fracciones, producto de de la separacién por

Amberlita® XAD 2 y las obtenidas por hidrélisis acida, se utilizaron los ensayos de

determinacién de contenido de fenoles libres, bloqueo de radicales libres ABTS®" y

DPPH* y capacidad reductora FRAP ya descritos con anterioridad.
4.6.7 Identificacion preliminar de fenoles por HPLC -MS

Con el fin de complementar la identificacion preliminar de los compuestos fendlicos
presentes en la guayaba. Se analiz6 el extracto metandlico obtenido de la elucién por
Amberlita® XAD 2 junto con las fracciones producto de la hidr6lisis acida.

Se utiliz6é un equipo Shimadzu con detector SPD 10A vp(detector UV VIS) , con dos
bombas de presion marca SCL 10Avp, con columna Phenomenex (150 mm x 2,0
mmx3.0 um) . La fase mévil fue acido férmico en agua al 1% (solvente A) y metanol
100% (solvente B). Se utilizé el siguiente gradiente: 0 -30 min 15-55 % de B, de 30
a 35 minutos 55-57 % de By 35 a 40 minutos de 57-15 % de B y se mantiene al
15% de B por 5 minutos , el flujo total es de 0,3 mL/min.

El espectrémetro de masas Shimadzu LCMS 2010 se acoplé al HPLC con una sonda
de ionizacidén por electrospray y presenta un analizador de cuadrupolo simple tipo.
Las siguientes fueron las condiciones que se utilizaron para el andlisis LC MS con los
siguientes pardmetros instrumentales: voltaje del detector de 1,5 kV, flujo de gas
nebulizador (N;) 1,5 L/min, temperatura HEAT BLOCK de 200 °C. voltaje CDL de
25,0 V y temperatura CDL de 250 °C, el andlisis de los espectros se escaneo en el
rango m/z entre 100 y 1500

Tabla 7. Gradiente de elucion utilizado para el analisis de HPLC MS de fracciones obtenidas por
separacion con la Amberlita® XAD y de productos de la hidrolisis acida del extracto metandlico.
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gradiente
solvente A solvente B tiempo(min) %B
0 15
Agua con acido férmicol% metanol 30 >5
35 57
40 15

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.3 Determinacion de estado de madurez de las variedades de estudio

Para clasificar las muestras de guayaba de las diferentes variedades de estudio segun
su estado de madurez, se determinaron los correspondientes indices de madurez

Tabla 8. Valores de indices de madurez (° Brix/AT ) calculados para las diferentes variedades

de guayaba
. Roja
variedad . :
inmadura pintona madura sobremadura
Indice de madurez 2,21+/-0,52% 8,42+/-1,72% 11,37+/-1,5* | 21,85+/-0,95%
Blanca
variedad - -
inmadura pintona madura sobremadura

Indice de madurez 1,53+/-0,020° 7,914/-0,20° | 15,264/-0,94° | 18,05+/-2,25"

Guavata Victoria

variedad - -
inmadura pintona madura sobremadura

Indice de madurez 5,15+/-1,13¢ 19,36+/-1,96° | 24,0+/-4,9° 35,95+/-0,89°

Letras diferentes dentro de una columna corresponden a diferencias significativas por la prueba de
Fisher (a = 0,05).

De manera general, el contenido de los sélidos solubles en cada estado de madurez
para las diferentes variedades fue similar ( 3,0 ° brix para el estado inmaduro, 5,0°
brix para el estado pint6én, 10,0° brix para el estado maduro y 12,0° brix para el
sobremaduro), lo que se observo fue una variacién importante en la acidez tituldble.
Se obtuvo una mayor acidez tituldble para la guayaba blanca en comparacién a la roja
y mucha menor acidez tituldble para la guavata victoria, lo anterior se expresé en los
altos valores de indice de madurez para la guavaté victoria en comparacion a las otras
variedades de estudio. La guavatd victoria se establecié como una variedad con alto
contenido de dcidos orgdnicos en comparacion a las otras variedades estudiadas.

Rojas Barquero (2008) report6 valores de indice de madurez (° Brix/Acidez tituldble)
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en un rango de 10,38 - 11,73 para la guayaba regional roja en estado maduro que
resultaron similares a los obtenidos en este trabajo, y de 8,33 - 11,50 para la
guayaba regional blanca en estado maduro.

Aunque el lugar de procedencia de las guayabas haya sido el mismo (Vélez
Santander), posiblemente el comportamiento metabdlico de la fruta fue diferente, de
ahi las diferencias encontradas respecto a los indices de madurez.

5.4 Evaluacion del contenido de fenoles , capacidad antioxidante y contenido de
vitamina C total en las variedades de estudio

Después de las correspondientes extracciones con etanol al 96 % de los fenoles de
cada una de las variedades y en los diferentes estados de madurez, se procedié a
realizar los correspondientes ensayos de contenido de fenoles libres y actividad
antioxidante descritos con anterioridad para observar su variabilidad y destacar los
mayores valores obtenidos. Todos los resultados mostrados en el estudio son el
promedio de minimo tres determinaciones y su correspondiente desviacion estandar.
5.2.1 Resultados de la determinaciéon del contenido de fenoles libres

Los resultados de la determinaciéon del contenido de fenoles libres medido por el

método de folin Ciocalteu se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Resultados del contenido de fenoles libres para las variedades guayaba en sus diferentes
estados de madurez.

MUESTRAS Contenido de fenoles libres
mg acido
Regional roja galico/100 g +DS
fruta
inmadura 99,5 ¢ 2,37
pintona 2234°% 4,43
madura 2423 16,7
sobremadura 181,1° 0,519
Regional blanca
inmadura 211,1° 0,899
pintona 2294 % 11,2
madura 305,2¢ 10,23
sobremadura 186,2° 5,42
Guavata victoria
inmaduro nd nd
pintona 264,1°¢ 12,6
madura 254.2% 30,4
sobremadura 236,3° 2,38

nd: no determinado
Letras diferentes dentro de una columna corresponden a diferencias significativas por la prueba de
Fisher (a = 0,05).
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Grafica 1. Resultados del Contenido de fenoles por variedades y estado de madurez de guayaba.

contenido de fenoles (mg ag /100g)
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Se observé que para todas las variedades estudiadas el contenido de fenoles presenta
la tendencia de aumentar con la maduracién de la fruta,

La mayoria de los compuestos monofendlicos como los &4cidos fendlicos y los
fenilpropanoides son intermediarios y derivados de las rutas metabdlicas
fenilpropanoide y shikimato . La conversidon de L-fenilalanina a dcido trans-cindmico
es el paso inicial de la ruta biosintética de fenilpropanoides, reaccion que es catalizada
por la fenilalaninaamonialiasa (FAL), una enzima reguladora de la sintesis de fenoles
(Salisbury y Ross, 1996). Esta enzima permanece activa durante las tltimas etapas del
crecimiento del fruto e inicios de la maduracién favoreciendo la biosintesis de
compuestos fendlicos. (Arellano Gémez 2005).

Al hasta llegar al estado sobremaduro o fase de senescencia se notd una disminucién
en el contenido de fenoles, que podria ser explicado por el alto metabolismo
oxidativo que en esta fase favorece la aparicién de especies reactivas de oxigeno
singlete (EROS). Los fenoles al igual que el acido ascérbico, actian como
antioxidantes primarios produciéndose su disminucién. Este comportamiento
coincidi6 con estudios en otras frutas tropicales como el zapote mamey (Alia-Tejacal
2000), el zapote negro (Arellano Gomez 2005), banano (Ibrahim et al., 1994) y mango
(Abu-Goukh & Abu-Sarra, 1993).

La técnica de Folin Ciocalteu tiene como principal interferencia el acido ascérbico y
los azucares. Se conoce que el contenido de acido ascOrbico disminuye con la

senescencia posiblemente por la mismas razones descritas anteriormente para los
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compuestos fendlicos. Otra posible explicaciéon complementaria podria ser que la

guayabas, en su fase de senescencia y debido a la produccién de etileno

(comportamiento propio de frutas climatéricas), producen un aumento de
permeabilidad de las membranas que favorece la interacciéon de enzimas como la
polifenoloxidasa (PFO) y peroxidasas (POD) (solubles en el citosol ) con compuestos
fendlicos que actian como sustrato (Yang 1995) disminuyendo su contenido. La
disminucién en el contenido de fenoles fue mas notoria en la guayaba regional blanca
en comparacion a la regional roja, tendencia que se observa también en el trabajo de
Bashir (2003).

La variedad que presenté mayor contenido de fenoles libres fue la variedad regional
blanca en estado maduro con un valor de 305,2 + 10,2 mg 4cido gdlico/100 g de fruta

. A continuacién presentamos una tabla comparativa de resultados obtenidos por otros

investigadores:

Tabla 10. Tabla comparativa de resultados del contenido de fenoles obtenidos por otros
investigadores para las guayaba

Variedad ( estado Contefnflo de,ffanoles g
Autor en mg acido galico/100 Observaciones
maduro)
g fruta
Solvente de extraccion metanol
al 50% seguido de cuatro
extracciones sucesivas con una
Restrepo (2008) Regl(.mal 616459 Fnezc!a acetf)ng agua70:30,
roja disponiendo tnicamente de la
fraccion comestible (pulpa y
corteza).
N Regional roja 508,3+46,9 i . .
Rojas Barquera (2008) Regional blanca 4562488.9 Igual metodologia que Restrepo
Igual metodologia que Restrepo,
Vasco (2008) Roja 462 + 128 pero con solo una extraccién con
acetona
Valores correspondientes a la
" Roja 420 £ 14 cascara de la fruta.
Hassimoto (2005) Blanca 428 £19 metanol al 70% como solvente de
extraccion
Alothman (2008 No especifica 191 +4.35 Solvente de extgrgg/jlon Acetona al
Roja (variedad
. Kampuchean) 138+ 41 Solvente de extraccién Etanol al
Y-Y Lim (2006) Con semilla 179+ 49 50%
Sin semilla
Pulpa blanca
(Allahabad Safeda)
Thaipong (2006) Pulpa rosada 3449 £33.6 300.8+ Solvente de extraccién metanol
; 12.7
(Fan Retief)
Roja (sardina) 231,67 + 16,76
Mabhattanatawee (2006) ) . 15893 £75.4 Solvente de extraccién Metanol
Blanca (Thai)
. - 83,0+1,3
Kuskoski (2005) No especifica Solvente de extraccién Etanol-agua
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De manera general se pudo observar que los investigadores que utilizaron etanol o
mezclas etanol-agua como solventes de extraccién reportaron menores valores
respecto a los que trabajan con metanol y acetona considerados por muchos
investigadores buenos solventes para la extraccion de antioxidantes polares. (Lu &
Foo 1999) pero no permitidos como aditivos en alimentos por su toxicidad.

Sin embargo, en este trabajo se utiliz6 etanol como solvente de extraccion y los
valores resultaron mds altos que los reportados en la literatura utilizando el mismo
solvente, posiblemente por la utilizacién de la fruta entera para los andlisis
respectivos.

5.2.2 Capacidades antioxidantes

5.2.2.1 Resultados de la determinacion de la capacidad antioxidante por bloqueo
de radicales ABTS** expresado en equivalentes Trolox (TEAC)

Los resultados de la capacidad antioxidante medido a través bloqueo de radicales

ABTS*®" expresado en equivalentes Trolox (TEAC) se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Resultados de Capacidad antioxidante por Bloqueo de radicales ABTS®*" De las tres
variedades de guayaba en sus diferentes estados de madurez.

MUESTRAS Capacidad de bloquear radicales libres ABTS**
(TEAC)
pmolTrolox/ g

Regional roja fruta +DS
inmadura 11,31¢ 0,19
pintona 22,60* 0,86
madura 19,64 0,37
sobremadura 19,40° 0,30

Regional blanca

inmadura 22.84* 0,64
pintona 23,09* 1,14
madura 28.,06° 0,40

sobremadura 26,92° 0,72

Guavata victoria

inmadura nd nd
pintona 23,83 0,40
madura 30,2¢ 1,42
sobremadura 19,96° 0,56

Nd: no determinada
Letras diferentes dentro de una columna corresponden a diferencias significativas por la prueba de
Fisher (a = 0,05).
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Griafica2. Resultados de Capacidad antioxidante por bloqueo de radicales libres ABTS** por
variedades y estado de madurez de la guayaba.
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La variedad que presenté mayor capacidad de bloquear los radicales libres ABTS®*
fue la variedad guavata victoria en estado maduro con un valor de 30,25 pmolTrolox/ g
de fruta, seguido de la variedad regional blanca en estado maduro con un valor 28,06
umolTrolox/ g de fruta. Segin el contraste multiple de rango si existen diferencias
estadisticamente significativas (DES) para el TEAC entre las dos variedades.

La tendencia que se observa es que a medida que la fruta madura se presenta una mayor
capacidad de bloqueo de radicales libres ABTS®** hecho que podria estar relaciona
con el aumento en el contenido de fenoles libres que actian como captadores de
radicales libres.

A continuacién se presenta una tabla comparativa de resultados obtenidos por otros

investigadores para la guayaba.

Universidad Nacional de Colombia -Departamento de Quimica



ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L) COLOMBIANA
EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

Tabla 12. Tabla comparativa de resultados de capacidad antioxidante por bloqueo de radicales
libres ABTS®* para la guayaba

Capacidad de
. bloquear radicales
Autor Vanl::::ﬂ“(‘is)tado libres ABTS®* Observaciones
(TEAC)
pmolTrolox/ g
45 minutos de incubacién.
fons Solventes de extraccion
Restrepo (2008) Regional 18412
roja (metanol-agua lavados de
acetona)
. Regional roja 107,3+£34,6 .
Rojas Barquera (2008) Regional blanca 100.1423.7 Igual metodologia que Restrepo
Vasco (2008) Roja 4121 6 min fi}e incubacién solvente de
extraccién(metanol agua acetona)

Pulpa blanca 2 horas de incubacion

(Allahabad Safeda) 37.97+34 Solvente de extraccién
Thaipong (2006) Pulpa rosada 34.472.1

(Fan Retief) (metanol)
. - Incubacién de 7 min
Kuskoski (2005) No especifica 8,2+0,4 solvente de extraccion(etanol-
agua)

Si se comparan los valores obtenidos, se puede decir que se obtuvieron valores mds
bajos con referencia a los reportados en la literatura (excepto a los de Kuskoski) pero
no muy distantes. Pero en comparacién a los datos reportados por Restrepo(2008) y
Rojas Berquera(2008) si se observan diferencias notables. Posiblemente los lavados
efectuados con acetona por este autor mejoraron la extraccion de fenoles de polaridad
intermedia que con etanol son mds dificil de extraer, hecho que influyo influyeron

notablemente en los valores reportados.

5.2.2.2 Resultados de la determinacion de la capacidad antioxidante por bloqueo de
radicales DPPH"®
Los resultados de la capacidad antioxidante medidos a través bloqueo de radicales

DPPH*® expresado en equivalentes Trolox (TEAC) se muestran en la tabla 13.
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Tabla 13. Resultados de capacidad antioxidante por bloqueo de radicales DPPH*®
de las tres variedades de guayaba en sus diferentes estados de madurez.

Capacidad de bloquear radicales libres

MUESTRAS DPPH"®

Regional roja pmolTrolox/ g fruta +DS
inmadura 5,01° 0,27
pintona 19,58" 0,15
madura 19,85 0,38

sobremadura 16,52¢ 0,42

Regional blanca

inmadura 18,71°¢ 0,54
pintona 20,35° 0,88
madura 24,54* 0,83

sobremadura 20,47b 0,23

Guavata victoria

Inmadura Nd nd
pintona 20,9 1° 0,48
madura 24.50* 0,34

sobremadura 17,74b 0,61

Nd: no determinada
Letras diferentes dentro de una columna corresponden a diferencias significativas por la prueba de Fisher
(a=0,05).

Grafica 3. Resultados de capacidad antioxidante por bloqueo de radicales libres DPPHe por
variedades y estado de madurez de la guayaba.

bloqueo de radicales libres DPPH* (umoles trolox/gfruta)
24,54 24,50
25,00 19,85 20,35 20,47 20,91
’ 19,58 ’ 18,71 17,74
20,00 6 ’
15,00
10,00 M blogueo de
5,00 radicales libres
0,00 - - DPPH* (umoles
T © © © T‘; © © © ©® @ ©® © © trolox/gfruta)
=} o > =} > o > =} © o > =}
T &£ © T O ©T £ T T 2 & T T
T & @®© ® g ® € © © ®© c © ©
E 3 EE QL EBE E 8 a € €
k= v £ v v
Q0 o) Q0
o) o) o)
wv wv (%]
Excel 2007

La variedad que present6 mayor capacidad de bloquear los radicales libres DPPH® fue
la variedad regional blanca en estado maduro con un valor de 24,54 +0.83

umolTrolox/ g de fruta, seguido de la variedad guavatd en estado maduro con un valor
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24,50 umolTrolox/ g de fruta. Segun el contraste multiple de rango no hay diferencias
estadisticamente significativas (DES) entre las dos variedades.

La tendencia que se observo fue que a medida que la fruta se madurd se presenta una
mayor capacidad de bloqueo de radicales libres DPPH®, hecho que podria estar
relaciona con el aumento en el contenido de fenoles libres que actiian como captadores
de radicales libres. De igual manera hubo una disminucién de la Capacidad de
bloquear radicales libres DPPH® en el estado sobremaduro, esto va ligado al

comportamiento caracteristico de los fenoles ya explicado con anterioridad.

A continuacién se presenta una tabla comparativa de resultados obtenidos por otros

investigadores para la guayaba.

Tabla 14. Tabla comparativa de resultados obtenidos de capacidad antioxidante por bloqueo de
radicales libres DPPHe en guayaba.

Capacidad de
. bloquear
Autor Van;(:::ld i«:}s)tado radicales libres Observaciones
v DPPH*
umolTrolox/ g
Solventes de extraccion
; ; 107,3£34,6 (metanol-agua lavados de
Rojas Barquera (2008) Rl:e,glonf‘tlr oJa 100,1+23,7
gional blanca acetona)
16 min de incubacion.
solvente de extraccion
Vasco (2008) Roja 3047 (metanol-agua lavados de
acetona)
Pulpa blanca 24 horas de incubacién
(Allahabad 320451
hai 2006 Safeda) o Solvente de extraccién
Thaipong ( ) Pulpa rosada 27.771.7 (metanol)
(Fan Retief)
Kuskoski (2005) No especifica 7,4 £0,01 Incubacién de 60 min
solvente de extraccion(etanol-
agua)

Cabe recordar que los tiempos de incubacion en este trabajo fueron de 90 minutos, lo
anterior confirma que en solventes fuertemente aceptores de hidrégenos como el

etanol trabajan muy lentamente con el DPPH, ademads, por impedimento estérico
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moléculas de gran tamaio se pueden obtener menores valores de capacidad
antioxidante.

Por otro lado, con esta técnica se ha reportado un escaso rango lineal de absorbancia
versus concentracion (Prior 2005). Ademads, los carotenoides constituyen un

importante interferencia a la longitud de onda de trabajo (517 nm )

5.2.2.3 Resultados de la determinacion de la Capacidad reductora FRAP
Los resultados de la capacidad antioxidante medido a través la capacidad reductora

expresado en equivalentes Trolox (TEAC) se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Resultados Capacidad reductora FRAP de las tres variedades de guayaba en sus
diferentes estados de madurez.

Capacidad reductora
MUESTRAS FRAP
pmolTrolox/ g
Regional roja fruta +DS
inmadura 13,92¢ 0,17
pintona 42,58* 0,17
madura 40,52* 0,17
sobremadura 37,20° 0,20
Regional blanca
inmadura 41,72% 1,26
pintona 41,11* 0,79
madura 48,85 0,34
sobremadura 45,10° 0,08
Guavata victoria
inmadura Nd nd
pintona 44,86° 0,20
madura 48,71° 0,14
sobremadura 42.21* 3,06

Nd: no determinado
Letras diferentes dentro de una columna corresponden a diferencias significativas por la prueba de
Fisher (a = 0,05).
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Grafica 4. Resultados capacidad reductora FRAP por variedades y estado de madurez de
guayaba
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La variedad que presenté mayor capacidad reductora FRAP fue la variedad regional
blanca en estado maduro con un valor de 48,85+0,34 umolTrolox/ g de fruta, seguido
de la variedad guavatd en estado maduro con un valor 48,71+0,71 pmolTrolox/ g de
fruta. Segiin el contraste multiple de rango no hay diferencias estadisticamente
significativas (DES) entre las dos variedades.

La tendencia que se observa es que a medida que la fruta madura se presenta una
mayor capacidad para reducir el complejo férrico (presencia de sustancias con
potencial redox menor a 0.70 V), hecho que podria estar relaciona con el aumento en
el contenido de fenoles que actian como oxidantes. En el estado sobremaduro se not6
una disminucién capacidad reductora FRAP a causa de la menor disponibilidad de
fenoles de funcionar como especies reductoras.

A continuacion se presenta una tabla comparativa de resultados obtenidos por otros

investigadores
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Tabla 16. Tabla comparativa de resultados obtenidos por capacidad reductora FRAP para la

guayaba
Autor Capacidad reductora FRAP
Variedad(estado maduro) Observaciones
pmolTrolox/ g
Regional roi 70,0485 2horas de incubacién
; egilonal roja ,9£8, (metanol-agua lavados de acetona)
Rojas Barquera (2008) Regional blanca 77,76£10,58 £
no indica tiempo de incubacién
Vasco (2008) Roja 31.9+09 (metanol-agua lavados de acetona)
Puloa bl (Allahabad Safeda) 30 minutos de incubacién
ulpa blanca (Allahabad Safeda
Thai 2006 Pulpa rosada ;gj * 11‘; Solvente de extraccion
. é 4+ 1.
aipong ( ) (Fan Retief) (metanol)
Kuskoski (2005) No especifica 7.4 £0,01 incubacién de 60 min
Agua etanol
guayaba roja 462 + 51 30 minutos de incubacién
Jimenez-Escrig (2001) cascara 238+7
pulpa

Se observa que se obtuvo un alto valor en comparacion a los otros datos reportados en
la literatura. El valor tan alto reportado por Jimenez-Escrig (2001) en comparacién a
los vistos con anteriormente se deba a que los reporta en base seca.

Esta es una de las técnicas mds utilizadas en la medicion de capacidad antioxidante,
es poco especifica y también se puede reportar como mmol o pmol de Fe** / 100 g
fruta o en mg Acido gélico/g fruta.

5.2.2.4 Resultados del ensayo de Decoloracion del p caroteno por acido linoleico
Los resultados de la capacidad antioxidante medido a través de la decoloracién del P

caroteno en equivalentes de 4cido gélico se muestran en la tabla 17.

Tabla 17. Resultados Ensayo de Decoloracion del B caroteno por acido linoleico de las tres
variedades de guayaba en sus diferentes estados de madurez.

e —
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MUESTRAS P caroteno
Regional roja gz!:l?clg} Zcfii:)ta +DS
inmadura 41,78* 0,31
pintona 47,02 0,15
madura 43,76" 0,24
sobremadura 44.,49° 0,35
Regional blanca
inmadura 40,83 0,19
pintona 47,81° 0,26
madura 47,72° 0,24
sobremadura 43,75% 0,54
Guavata victoria
inmadura Nd nd
pintona 41,14° 0,36
madura 36,37° 1,15
sobremadura 47,43b 1,25

Nd : no determinado
Letras diferentes dentro de una columna corresponden a diferencias significativas por la prueba de
Fisher (a = 0,05).

Griafica 5. Resultados de Ensayo de decoloracion del B caroteno por variedades y estado de
madurez de la guayaba.

Decoloracién del B-caroteno(umoles ag/g fruta)
60 -
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Excel 2007

La variedad que presentd6 mayor inhibicién de la peroxidacién lipidica fue la
variedad blanca en estado pintén con un valor de 47,81 + 0,26 umol acido galico/ g
fruta, seguido de la variedad blanca en estado maduro con un valor 47,72 +0,24 pmol
acido gdlico/ g fruta y la guavatd en estado sobremaduro con 47,43 +1,25 umol
acido gdlico/ g fruta. Seguin el contraste multiple de rango no hay diferencias

estadisticamente significativas (DES) entre estas tres variedades.
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No existe una tendencia definida respecto a su variacion respecto al estado de
madurez. Sin embargo. Se sabe que a medida que madura la fruta, el contenido de
clorofilas disminuye, mientras los carotenoides aumentan (cambio que permite en
muchos casos la discriminacion visual del estado de madurez de la frutas). Una mayor
disponibilidad de carotenoides en el extracto permite que se minimice la oxidacién
del B-caroteno por los hidroperéxidos, De manera que en el estado sobremaduro no se
presentan diferencias significativas respecto a los otros estados de madurez como se
observa en otros ensayos de capacidad antioxidante.
Como referencia se puede citar a Kuskoski (2005) quien obtuvo valores de 52.8 + 4.7
umol acido gélico / g de fruta para la pulpay 29.7 £ 2.1 umol acido gélico / g de fruta
para la cascara de la guayaba roja y valores de 14.6 + 1.2 umol acido gélico/ g de
fruta parala pulpay 23.2 +1.6 pmol acido gélico / g de fruta para la cascara de la
guayaba blanca relativo al patrén de S0uM de acido galico.
5.5.3 Resultados de la determinacion de vitamina C total

Los resultados obtenidos en la determinacién de la vitamina C expresado en mg de

acido ascorbico/100 g de fruta se muestran en la tabla 18.

Tabla 18. Resultados determinacion de vitamina C total de las tres variedades de guayaba en sus
diferentes estados de madurez.

Muestras Vitamina C
mg acido
ROJA ascorbico/g +DS
fruta

inmadura nd
pintona 272,4° 3,22
madura 2774 5,15
sobremadura 5 8,8d 1,65
BLANCA
inmadura 95,0° 2,24
pintona 99,9° 3,65
madura 200,3" 1,01
sobremadura 222" 0,95
GUAVATA
Inmaduro nd -
pintona nd -
madura nd -
sobremadura nd -

Nd: no determinado
Letras diferentes dentro de una columna corresponden a diferencias significativas por la prueba de
Fisher (a = 0,05). Nd: no determinado
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Grafica 6. Resultados contenido de vitamina C por variedades y estado de madurez de guayaba

Contenido de vitamina C(mg AA/100g fruta)

272,4 2774

W Contenido de vitamina
C(mg AA/100g fruta)

Excel 2007

La variedad que presenté mayor contenido de vitamina C total fue la variedad
regional roja en estado maduro con un valor de 277,4 mg 4cido ascorbico /100 g de
fruta, seguido de la variedad regional roja en estado pintébn con un valor 272,4 mg
acido ascorbico / g de fruta. Segun el contraste multiple de rango si hay diferencias
estadisticamente significativas (DES) entre las dos variedades.

Se presentd un comportamiento atipico respecto a los valores entre el estado maduro y
el sobremaduro en la regional blanca. Podria explicarse este comportamiento
posiblemente porque en esta variedad (segin vimos en el indice de madurez) la acidez
es mucho mayor y esto facilité una mayor disponibilidad de otros acidos organicos
susceptibles a ser utilizados como fuente de energia para los procesos oxidativas
propios de la senescencia, permitiendo una mayor disponibilidad de acido ascorbico.

A continuacién se presenta una tabla comparativa de resultados obtenidos por otros

investigadores:

I —
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Tabla 19. Tabla comparativa de resultados obtenidos para el contenido de vitamina C total

Autor Van;izi(re;s)tado me 710 (1)%0;;:13?100 Observaciones
FAO ICBF Colombia ?;225: igg No especifica
. Regional roja 268,7+68,2 Misma metodologia utilizada en
Rojas Barquera (2008) Regional blanca 216,7+32,0 este trabajo
Vasco (2008) Roja 74-84 Meétodo no especificado
Roja (variedad HPLC : columnaC-18
) Kampuchean) 144 + 60 (3.9 m.150 mm, 5me), fase
Lim (2007) . 132 £ 46 movil acético
Con semilla .
Sin semilla dcido 5%
254 nm
Se extrajo con acido oxdlico 5%
JHPLC UV
Columna ODS-II C18 (ID 4.6 -
250 mm),
Fase movil
5 mmol/L
brometocetiltrimetil amonio
Soarez (2007) Guayaba blanca 168.36 and 50 mmol/L of fosfato
monobadsico de potasio
monobasico
and pH 4.0 con
H3PO4, 254 nm
Pulpa blanca
. (A”P‘,’fgl; “if;’c{fld“) 378.6+29.2 ~ Método de 2, 6-
Thaipong (2006) (Fan Reticf) 396.7+25.0 diclorofenol-indophenol
Se extrajo con
0.05 N H3PO4
Roja (sardina) 122.3 £15.0 Analizado con HPLC PAD
Mabhattanatawee (2006) . 201+17.4 columna (OA-1000, 9 um, 300
Blanca (Thai)
mm, 6.5 mm,
Fase movil 0.01 N H2SO4.
Flujo isocratico
Se extrajo con acido
268.9 0.3 metafosforico
Blanca -cascara (0.3% w/v) y analizado por fase
136.4 £0.2 reversa HPLC PAD
-Pulpa columna p Bondapack
Hassimotto(2005) 198 £1 (300 mm _ 3.9 mmi.d.)
Roja cascara Flujo isocritico 0.2 M
Buffer acetate de sodio/acido
pulpa 56 2 acetic (pH4.2) 262 nm.

Se observé un mayor contenido de vitamina C total para la regional roja respecto a
los valores reportados en la literatura, esto se podria justificar debido a que este
trabajo utiliz6 la fruta entera (cascara, casco, pulpa y semillas), y en otros trabajos se
acostumbra a analizar tinicamente la pulpa( Vasco 2008, YY.Lim 2006).

Diversos autores como Bashir (2003) reporté valores mayores de vitamina C y
fenoles en la cascara de la guayaba respecto a la pulpa. Esto podria estar justificado

en la utilizaciéon por parte de las plantas de este tipo de compuestos en la proteccion
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contra enfermedades, insectos y en la captacion que estas hacen hasta del 90% de las
radiaciones UV, para impedir efectos nocivos de estas radiaciones en los tejidos

internos de la planta. (Palazén 2009).

5.3 Correlacion entre los distintos ensayos de contenido de fenoles, capacidad
antioxidante y contenido de vitamina C

Para observar la relacion existente entre el contenido de fenoles, capacidad
antioxidante y contenido de vitamina C se evalu6 la correlacion entre las anteriores
variables calculando los coeficientes de correlacion.

Tabla 20. Coeficientes de correlacion entre contenido de fenoles ensayos de capacidad
antioxidante y contenido de vitamina C.

VARIABLE ABTS DPPH FRAP P caroteno Vitamina C
Contenido de 07371 0,8942 0.8652 0.1628 03432
fenoles
vitamina C 0,1992 04324 0.4379 0.1882

Grifica 7. Correlaciones contenido de fenoles con ensayos de capacidad antioxidante y vitamina C
para la guayaba.

Correlaciones contenido de fenoles con ensayos de
capacidad antioxidante y vitamina C
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Excel 2007

Se observo que hubo una alta correlacion entre el contenido de fenoles y los ensayos
de capacidad antioxidante de DPPH, FRAP Y ABTS, pero una baja correlacion con el
ensayo de f caroteno y el contenido de vitamina C.

También se determind una relacién intermedia entre el contenido de vitamina C y los
ensayos de capacidad antioxidante de DPPH y FRAP, pero una baja relacién entre el

contenido de vitamina C con el ensayo de [ caroteno y el de ABTS

Universidad Nacional de Colombia -Departamento de Quimica



ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FENOLES Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN 3 VARIEDADES DE GUAYABA (Psidium guajava L) COLOMBIANA
EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

Estos resultados estan acordes a lo reportado por autores como Mahattanatawee (2006
), quien reportan una alta correlacién entre el ensayo de DPPH y el contenido de
fenoles, sin embargo, también se encontré una baja correlacién entre la técnica de
DPPH vy el contenido de acido ascorbico.

Por otro lado, Vasco (2008) obtuvo correlacién entre el contenido de fenoles y la
capacidad antioxidante medida como DPPH, FRAP y ABTS, con valores de 0.86,
0.90 and 0.96 respectivamente.

Thaipong (2006) y G.Du (2009) encontraron alta correlacion entre los ensayos ABTS,
DPPH , FRAP con el contenido de fenoles y vitamina C , y entre el contenido de
fenoles y la vitamina C. G Du(2009), plantea medir la capacidad antioxidante de
forma indirecta por estos métodos dada la alta correlacion existente entre las
variables.

Respecto a la baja correlacion observada en este trabajo entre el contenido de fenoles,
vitamina C y la capacidad antioxidante medido por el ensayo de de P caroteno
Hassimotto (2005) reporta el mismo comportamiento.

El ensayo de [ caroteno es mds selectivo con especies de cardacter lipofilico, y los
solventes de extraccion utilizados (metanol y etanol) no corresponden a ese cardcter,
por lo que puede ser la causa de la baja correlacion obtenida con el contenido de
fenoles.

En algunas trabajos como el de Kalt (1999), frutas como la fresa, ardndano y
frambuesa reportan una correlacién negativa entre el contenido de acido ascérbico y
la capacidad antioxidante La vitamina es muy susceptible a ser oxidada y podria
mostrar actividad pro-oxidante, esto podria ser una aplicacién a la baja correlacion
entre la vitamina y el ensayo de ABTS y el de B caroteno. La actividad antioxidante
de los compuestos fendlicos depende de diversos factores tales como: su caricter
hidrofilico, el solvente de extraccion utilizado, su concentracion, el sistema generador
de radicales y el tipo de compuestos fendlicos,

No todos reaccionan del mismo modo con los ensayos de capacidad antioxidante.
Incluso algunos como Cao (1997) reporta actividad pro-oxidante en especies como los

flavonoides
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5.4 Comparacion del contenido de fenoles y capacidad antioxidante y vitamina
C con otras frutas tropicales

En la siguiente tabla se presentan valores de contenido de fenoles y capacidad

antioxidante para otras frutas

Tabla 21. Comparacion de valores de contenido de fenoles y capacidad antioxidante para otras
frutas.

(Conziin e il Capacidad antioxidante
Autor Fruta en mg dcido galico/100 P L
o vitamina C
g fruta
DPPH
( umolTrolox/ g)
Andean blackberry(mora 2167 £ 835 41+£16
de castilla )
Banana passion fruit 1494 + 385 76 21
(curuba)
Tomate de drbol 81+29 42+1.0
Vasco (2008)
Fresa (frutilla) 238 £ 86 1143
Lulo 91 +17 32+09
mango 60 +26 3.1+£06
Vitamina C
mg AA/100g
Carambola 2207 +15.7
169 +1.6
Mahattanatawee Papaya
(2006) 44,2 +2.97 1538+ 12.1
Sapote mamey
101,1 £4,02 75191
Vitamina C
G.Du (2009) . 32933 +7.02 mg AA/100g
Kiwi
1284.87
DPPH
( umolTrolox/ g)
Acerola 580,14.6 68.0+2,2
- 21,7445
Pina 20.0+2.6 0,6+0,1
Kuskoski (2005) Maracuya A 1,02+0,4
118,9+2,1
Mora 5,9+0,3
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Grafica 8. Comparacion del Contenido de fenoles en otras frutas con la guayaba blanca madura.
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La grafica 8 ubica a la guayaba como una de las frutas con un contenido intermedio

de fenoles tal como lo reporté Vasco (2008).

Grafica 9. Comparacion de las capacidades antioxidantes por bloqueo de radicales libres
DPPH® dela guayaba con otras frutas.
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La grafica 9 ubica a la guayaba como una de las frutas con un nivel intermedio de

capacidad de bloqueo de radicales DPPH®
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Grafica 10. Comparacion del contenido de vitamina C con otras frutas.
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La grafica 10 compara el contenido de vitamina C total de la guayaba variedad
regional roja y regional blanca en estado maduro respecto a otras frutas .Se observa
un alto contenido solo superada por frutas como la mora de castillo, la curuba, acerola
y el kiwi.

Las anteriores graficas permiten confirmar a la guayaba y las variedades estudiadas,
de acuerdo a los resultados que se obtuvieron para el contenido de fenoles, actividad
antioxidante y vitamina C la sitian como una fruta con alto valor nutricional.

Se podria discutir que las variedades de guayaba estudiadas presentaron altos
contenido de fenoles libres (especialmente la regional blanca), contenido de vitamina
C (especialmente la regional roja) , niveles intermedios de capacidad antioxidante
(especialmente altos con el ensayo FRAP) y baja correlacion con el ensayo de
decoloracion por  caroteno.

Ademads se encontré altas correlaciones entre el contenido de fenoles libres y la
capacidad antioxidante medidas con los ensayos de DPPH, ABTS Y FRAP. Lo
anterior permitiria deducir que los fenoles son los principales causantes de esa
actividad antioxidante. El hecho que la guayaba presentara un nivel intermedio de
correlacion entre el contenido de fenoles con el contenido de vitamina C podria

indicar que la presencia de esta especie no influye de manera importante en el
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contenido de fenoles y por ende en la capacidad antioxidante dela la fruta, ademés la
baja correlacién con el ensayo de decoloracién por B caroteno podria indicar que los
fenoles presentes en la guayabas de estudio prefieren utilizar como mecanismo de

capacidad antioxidante la transferencia de electrones.

5.5 Analisis preliminar de los fenoles obtenidos de la guayaba blanca madura.
Pruebas cualitativas de identificacion de fenoles

En razén a que la guayaba blanca madura fue la que presenté mayor contenido de

fenoles libres y mayores capacidades antioxidantes y con base en las altas

correlaciones determinadas para estas variables, se decidié escogerla para continuar

con esta parte del trabajo, que se hizo con el fin de tratar de realizar una identificacion

preliminar delos posibles fenoles responsables de la actividad antioxidante de la

guayaba.

5.5.1 pruebas cualitativas de identificacion de fenoles

A continuacion se reportan resultados de los ensayos de reconocimiento hechos con

base la metodologia de Mueller Harvey (2001)

Tabla 22. Resultados de pruebas colorimétricas

Prueba
Colorimétricas
Coloracion obtenida Fraccion(es) que dieron positiva la prueba Indicativo
Fenoles o
taninos de
Coloracién marrén verdoso |  Extracto metanélico. y fase orgdnica producto tipo catecol
FeCl; 1% s .
? hidrélisis acida (flavonoides o
taninos
concentrados).
. 1 Indica
se tornd rosado Extracto metandlico .
KIO; 1% e presencia de
fase acuosa producto hidrélisis acida o
elagitaninos
1 resencia de
. . e Extracto metandlico crudo p .
Gelatina 2% Se observo precipitacién taninos
condensados
NaNO,; 1% en acido L. Extracto metandlico Presencia de
(o Coloracién rosada .o
acético Elagitaninos

Las anteriores pruebas cualitativas dan un indicativo de lo complejo que es la mezcla
de fenoles obtenido a partir de la guayaba blanca madura, ya que segin los resultados
obtenidos, se tendria principalmente una mezcla de taninos concentrados vy
elagitaninos.

Pero es claro no es vdlido como criterio Unico de identificaciéon. Ya que muchos

elagitaninos y galotaninos de alto peso molecular no son detectados por los ensayos
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colorimétricos de nitrito de sodio en medio acido y yodato de potasio respectivamente.

(Mueller Harvey 2001) por eso debe complementarse con otras técnicas de anélisis.

5.5.2 Anadlisis por cromatografia liquida de alta eficiencia con detector UV
( HPLC- UV) de fracciones obtenidas por separacion con la Amberlita®
XAD 2

Del extracto metandlico obtenido de la Amberlita® XAD 2 se obtuvo el siguiente

perfil cromatogréfico con base en las condiciones descritas con anterioridad

Figura 25. Perfil cromatografico comparativo del extracto metandlico (negro) vs extracto
acuoso (rojo) obtenido por elucion en Amberlita® XAD 2
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La figura 25 muestra la complejidad del extracto metandlico obtenido de la
Amberlita® XAD 2 representado en la formacion de multiples espectros de absorcidn.
El extracto acuoso (linea roja) obtenido no mostrd sefiales de absorcién en el
cromatograma comparativo. lo cual denoté que existe pocas posibilidades que en
halla presentes compuestos fendlicos. Sin embargo, se le realizaron medidas de

contenido de fenoles y capacidad antioxidante.

5.5.3 Analisis cromatografico por HPLC-UYV de productos de la hidroélisis acida
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Con las fracciones obtenidas producto de la hidrolisis acida del extracto metandlico
obtenido con Amberlita® XAD 2 se procedi6 a realizar el andlisis cromatografico de
las respectivas fases acuosa y fase orgénica.

Al final de la hidrdlisis se observd la formacién de una solucién rojiza y un
precipitado marrdn.

A continuacion se presenta un cromatograma comparativo entre el extracto
metanodlico obtenido de la extraccion con Amberlita® XAD 2 (negro) vs producto de

hidrdlisis acida fase orgdnica (rojo) vs fase acuosa (azul)

Figura 26. Cromatograma comparativo extracto metanélico (negro) vs producto hidrélisis acida
vs producto hidrdlisis acida fase organica (rojo) vs fase acuosa (azul)
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La figura 26 muestra comparativamente los productos de la hidrélisis acida,
respecto al correspondiente cromatogramas del extracto metandlico

Se observan algunos espectros de absorcién con similares tiempos de retencion
(remarcados en circulos) entre el extracto metandlico y los productos de la hidrdlisis

acida.

Los cromatogramas anteriores indican la presencia de compuestos fendlicos.
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Sin embargo al compararlos con los estindares disponibles (acido clorogénico, acido
feridlico, acido caféico, acido gélico, rutina, catequina.), no se observaron tiempos de
retencion similares, por ende se descartd la presencia de estos compuestos en el

extracto metandlico de guayaba regional blanca madura.

5.5.4 Determinacion del contenido de fenoles y capacidad antioxidante para las
fracciones y subfracciones producto de la extraccion por Amberlita® XAD

2 y de la hidrélisis acida y las subfracciones obtenidas

Se determind el contenido de fenoles libres, capacidad antioxidante (Unicamente por
las técnicas ABTS, DPPH y FRAP que fueron las que mejor correlacion tuvieron con

el contenido de fenoles) obteniéndose la siguiente tabla de resultados:

Tabla 23. Contenido de fenoles y capacidad antioxidante de fracciones obtenidas de la
extraccion con Amberlita XAD2 y los productos de la hidrolsis acida.
Hidrdlisis
Extraf t.o Extracto Hidrdlisis acida | Hidrdlisis acida acida Extr??to
- metanoélico acuoso Extracto etanoélico
Técnica . EMC fase EMC fase
(EMC) Amberlita acuosa organica acuoso guayaba
Amberlita XAD 2 XAD 2 g Amberlita Bianca
XAD 2
CFL mg ag/100 g 62,50 +- 3.8 9324-0,53 | 0,76 +/-0,04 5724032 | 665+-063 | 2022t
fbH 10,23
28,06+/-
ABTS pmoles /g fbH 6,31 +/- 0,17 2,60+- 0,23 0,16 +/-0,003 5,21+4/- 0,17 0,64+/- 0,012 04
DPPH pmoles /g fbH | 222013 0.284/- | () 020 4+-005 | 0.85+-0042 | 049+-0009 | 244"
0,043 0,83
48,85+/-
FRAP pmoles /g fbH 62,24 +/- 1,45 0,71 +/- 0,21 | 0,157 +/- 0,008 1,20 +/- 0,88 0,75 +/- 0,20 034

Letras diferentes dentro de una fila corresponden a diferencias significativas por la prueba de Fisher (a
=0,05).

Respecto al estudio de las fracciones obtenidas por separacion de la Amberlita® XAD
2 y la hidr6lisis acida, se observd con base en la tabla de resultados, que las fracciones
obtenidas presentan menores valores  del contenido de fenoles libres y de la
capacidad antioxidante que del extracto etandlico total obtenido por extraccion sélido
liquido.

Se podria sugerir que existe una actividad sinergistica entre los compuestos fenélicos

presentes en la guayaba blanca y los compuestos responsables de la actividad
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antioxidante tales como carotenoides y acido ascérbico con los fenoles, ya que se
observa una menor capacidad antioxidante en el extracto metandlico crudo, respecto al
extracto etandlico inicial. Como antecedente principal de este comportamiento,
Bandy & Bechara ( 2001) reportaron cierta actividad sinergistica antioxidante entre
la pareja ascorbato/quercetina.

Cabe la posibilidad que los fenoles que contiene la guayaba blanca en estado maduro,
sean de naturaleza medianamente polar, més afines a solventes de extraccion tales
como el etanol o la acetona, lo cual podria justificar los menores valores hallados
para las fracciones metandlicos en comparaciéon a las fracciones etandlicos iniciales.
De manera general, se torna dificil establecer una relacion estructura-actividad en el
caso de los fenoles y determinar con efectividad los tiempos de reaccion, toda vez que
las muestras poseen una composicion compleja. Se hace necesario, por consiguiente,
un estudio debidamente extenso y especifico en este sentido.

Recientemente, también se ha descrito la capacidad antioxidante de las
proantocianinas o taninos condensados y los taninos hidrolizables (elagitaninos) de
alto peso molecular, que llega a ser incluso 15 6 30 veces superior a la atribuida a los
fenoles simples. Como estos polifenoles no son absorbidos, pueden desarrollar su
actividad antioxidante en el tracto gastrointestinal y proteger a las proteinas, lipidos e
hidratos de carbono del dafo oxidativo durante la digestién, actuando como
antioxidantes solubles (Satua-Gracia 1997).

5.6 Identificacion preliminar de fenoles por HPLC -MS

Este constituye una parte adicional de los objetivos inicialmente propuestos para este
trabajo. Simplemente se quiso hacer una contribucién a la identificacion preliminar
de algunos compuestos fendlicos que estan presentes en la guayaba blanca en estado
madura y que posiblemente son los responsables de la alta actividad antioxidante
encontrada para esta fruta.

Numeros trabajos en la literatura destacan a la espectrometria de masas acoplada a un
sistema de HPLC como una poderosa herramienta de andlisis de muestras complejas
tales como lo son frutas ( Mullen 2003 , Chirinos 2009).

El cromatograma de la figura 27, muestra el perfil del extracto metandlico obtenido

con Amberlita® XAD 2 obtenido bajo las condiciones descritas en el numeral 4.6.7
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Figura 27. Cromatograma del extracto metanélico de Amberlita® XAD 2 por HPLC MS
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La anterior grafica muestra alrededor de 9 picos de absorcion que fueron
posteriormente analizados obteniéndose los espectros de masa con las respectivas
respectivas fragmentaciones.

La figura 28 muestra los espectros de masas correspondientes a los tiempos de

retencion de 1.425 min y 2.334 minutos en modo negativo.

Figura 28. Espectro de masas para tiempos de retencion de 1.425, 1.843 y 2.334 min
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El primer espectro presenta un pico base de m/z 191 muy caracteristico de
compuestos derivados del acido cafeoilquinico producto de la pérdida del grupo del

acido quinico (Y. Matsui 2007, Weisz 2009 ). Con base en la revision bibliografica y
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lo reportado por P. Johnsson (2002) se determind que el pico ion molecular m/z de

379 hasido reportado para el compuesto dcido 4-O-B-D-glucopiranosil fertlico.

Figura 29. Estructura del acido 4-O-B-D-glucopiranosil feriilico.

COCQH

El segundo espectro muestra un pico base de m/z 421 y con base en la revision
bibliogréfica y lo reportado por Bedgoog ( 2001) se determina que este fragmento es
caracteristico de un pentésido de catequina,

La figura 30 muestra los espectro de masas correspondientes a los tiempos de

retencion de 3,317 min, 5.135 y 9.73 minutos en modo negativo.

Figura 30. Espectro de masas para tiempos de retencion de 3.317,5.135y 9.73 min
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El primer espectro presenta un pico base de m/z 305 muy caracteristico de la

epigalocatequina (G.K Poon 1998 ) cuya estructura se muestra en la figura 31.

Figura 31. Estructura de la epigalocatequina.
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El tercer espectro muestra un pico base de m/z 447 y con base en la revisién
bibliogrifica es un fragmento caracteristico de flavonoides glicosilados (posiblemente
quercetina O-ramnosido)

La figura 32 muestra el perfil cromatografico de la fase organica producto de la

correspondiente hidrolisis acida.

Figura 32. Cromatograma de fase organica producto de la hidroélisis acida del extracto

metandlico.
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La figura 33 muestra los espectro de masas correspondientes a los tiempos de

retencion de 1.252 min, 6.53 y 11.22 minutos en modo negativo.

Figura 33. Espectros de masas para tiempos de retencion de 1.252, 6.53 y 11.22 min
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El primer espectro presenta un pico base de m/z 197.7 muy caracteristico de de la
pérdida de un fragmento estireno en flavonoides [M-104]. (H. Hao 1996) Ademés,
presenta unos fragmentos caracteristicos tales como m/z 337 reportado para
compuestos tipo acidos cafeoilquinicos. Sin embargo no se presenta el fragmento m/z
191 que es que caracteriza principal de esta clase de compuestos.

También se reporta en compuestos tipo di —C-hexosil falvonas fragmentos m/z 337 y
367 observados en este espectro (J. Han 2007).

El segundo espectro muestra un pico base de m/z 447 que es muy comun en
compuestos tipo antocianidinas y coincide con la fragmentacion hecha para el
compuestos cianidin 3-glucosido (Q. Tian 2006) cuya estructura quimica se observa en

la figura 34.
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Tomado de Reynertson 2008

Figura 34. Estructura de la cianidin 3- glucosido

A continuacién se presenta el espectro de masas del cianidin 3 glucésido reactivo
estdndar. Si se compara con el segundo espectro de la figura 33. Se observa una
fragmentacion similar.
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Figura 35. Espectros de masa para estandar cianidin 3- glucésido

Lo anterior concuerda lo reportado por algunos autores ((Haslam 2007 ) que indican
que los taninos condensados al hidrolizarse en medio acido y con altas temperaturas ,
producen antocianidinas. Por lo tanto este hecho puede dar indicios de la presencia de
taninos condensados en la guayaba blanca.

La figura 36 corresponde a los espectros de masas de los tiempos de retencién de

13,07, 22.24 y 28.67 min.
Figura 36. Espectros de masa para tiempos de retencion de 13,07 , 22.24 y 28.67 min
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El primer espectro presenta un pico base de m/z 348.85 caracteristico de derivados
catequinicos enlazados a unidades de acido gélico (Rodriguez 2007) .

El segundo y tercer espectro muestra un pico base de m/z 301 caracteristico en
compuestos tales como la quercetina o de el acido ellagico ( Mullen 2003).

Sin embargo, otros fragmentos caracteristicos que se reportan en la literatura para
identificacion tentativa como son (m/z 257 y 229 para el acido eldgico y m/z 179 y
151 para la quercetina) no se alcanzan a visualizar en los espectros de masa , de

manera que no hay confirmacién de la estructura del compuesto.

Figura 37. Espectro de masas y estructura de la quercetina reportado en la literatura.
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Figura 38. Estructura quimico del acido elagico

0.
0 oH
I
HO— = —OH
= =
HOo 0

Tomado de A.A. Franke 2004

La figura 39 muestra el perfil cromatografico de la fase acuosa producto de la

correspondiente hidrolisis acida.

Figura 39. Cromatograma de fase acuosa producto de la hidrolisis acida del extracto metanélico.
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En este se muestran 4 espectros de absorcion de importante intensidad. A
continuacién se muestran los espectros correspondientes a los tiempos de retencion de

6,489, 11,173 y 14,997 min correspondientes a compuestos tipo antocianidinas.
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Figura 40. Espectros de masa para tiempos de retencion de 6,489 11,173 y 14,997 min
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En el primer espectro, el pico base m/z 463 coicide con el reportado por Sihn (2009)

para el compuesto quercetina-3- glucdsido.

OH

OH

HO 0,

OH

H oH

Quercetin-3-glucoside

Tomado de Sihn 2009

Figura 41. Estructura de la quercetina 3- glucésido
Por otro lado, el segundo espectro presenta un pico base de m/z 447 caracteristicos
del compuesto hallado con anterioridad en la fase organica llamado cianidin -3-

glucosido. El tercero espectro presenta la fragmentacion caracteristica de la
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antocianidina llamada Cianidin ramnosa ya que coincide con algunos fragmentos
reportados por autores como Q. Tian (2005).

Reynertson (2008) investigé 14 frutas de la familia de las Myrtaceae y report6d
fenoles tales como cianidin 3-glucosido (1), delfinidin 3-glucoside, acido eldgico (3),
kaempferol , miricetina , quercetina, quercitrina , y rutina en extractos metandlicos.
Mahattanatawee 2006 reporta en muestras de guayabas blancas y rojas , acido ellagico,
quercetina y dcidos galicos conjugados. Aunque este mismo autor cita que Seshadri,
(1964) reporta en la guayaba la presencia de quercetina, acido gélico, acido eldgico, y
guaijaverina-3-arabinosido.

Eidenberger en el 2007 en su patente de extracto de guayaba describe la presencia de

compuestos como Quercitina-hexosa ,y pentosa. Guaijaverina e isoquercetina .
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EN DIFERENTES ESTADOS DE MADUREZ

CONCLUSIONES

De las variedades y estados de madurez de guayaba analizados, el extractos
etanolitos obtenidos a partir de la regional blanca en estado maduro fue la que
presentdé mayor contenido de fenoles libres obteniendo un valor promedio de
305,5 £10.23 mg de acido gédlico/100g de guayaba en base himeda , presentando
diferencias estadisticamente significativas(DES) respecto las otras variedades y
estados de madurez estudiados.

La mayor capacidad antioxidante por las técnicas de DPPH*, FRAP se present6 en
el extracto etandlico de la guayaba blanca en estado maduro, con el ensayo de
ABTS se presentdé mayor valor para la variedad guavatd victoria en estado
maduro, obteniéndose resultados muy similares con la regional blanca madura pero
con diferencias estadisticamente significativas.

Se hall6 correlacion entre el contenido de fenoles totales y los ensayos de
capacidad antioxidante de los extractos etandlicos de la guayaba medidos en los
diferentes estados de madurez ABTS, DPPH y FRAP.

Se hallo correlacién intermedia entre el contenido de fenoles y el contenido de
vitamina C total.

Se hall6 muy baja correlacién entre el contenido de fenoles libres y el ensayo de
medicién de capacidad antioxidante de decoloraciéon del B caroteno.

Las anteriores tres conclusiones nos permiten sugerir que la capacidad antioxidante
de la guayaba va ligada al alto contenido de fenoles que esta presenta y por lo tanto
a un alta capacidad captadora de radicales libres.

La variedad regional roja madura fue la que presenté un mayor contenido de
vitamina C total con un valor de 277,4+3,32 mg /100 g .

La extraccion con Amberlita® XAD 2 de los fenoles, permitié determinar que el
extracto metandlico presenté un mayor contenido de fenoles libres y capacidad
antioxidante que las fraccién acuosa y que las obtenidas de la hidrdlisis acida. Sin
embargo, esta fraccion metandlica no supera el valores obtenidos para el extracto
etandlico inicial.

El andlisis cromatogréfico realizado por HPLC-UV y HPLC MS de los productos
de separacion con amberlita e hidrélisis acida obtenidos para la guayaba blanca en
estado maduro permiti6 identificar de manera preliminar compuestos fendlicos tales

como: derivados del acido cafeoilquinico, epigalocatequina, quercetina y flavonoles
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glicosidados, aunque también se muestran indicios de la presencia de taninos
condensados.

* La informacion estructural fue obtenida tentativamente a través de comparacién de
espectros de masa con fragmentaciones caracteristicas encontradas en la literatura,
sin la necesidad de aislar los compuestos de manera individual.

* Se podria sugerir que existe  una posible actividad sinergistica entre los
compuestos fendlicos  presentes en la guayaba blanca y entre los compuestos
responsables de la actividad antioxidante tales como carotenoides y acido ascorbico
con los fenoles, ya que se observa una menor capacidad antioxidante en el extracto
metandlico obtenido por separacion con Amberlita® XAD 2 , respecto al extracto
etandlico inicial.

* Al comparar la guayaba de la variedad y estado de madurez que presenté mayor
contenido de fenoles libres, (regional blanca madura) con otras frutas se observo un
alto contenido de fenoles para la guayaba, y es superada solo por frutas tales como
la acerola, la curuba y la mora de castilla.

* Al comparar la guayaba de la variedad y estado de madurez que presenté mayor
contenido de vitamina C, ( la regional roja madura), con otras frutas, se observé un

alto contenido para la guayaba y solo es superada por el kiwi-

* Se confirmé a la guayaba como una fruta de gran valor nutricional, de acuerdo a
los altos resultados obtenidos para el contenido de fenoles, capacidad antioxidante y

vitamina C total.
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7 RECOMENDACIONES

e Realizar ensayos de capacidad antioxidante tales como TRAP , ORAC. que
utilizan el mecanismos de transferencia de atomos de hidrogeno para medir la
capacidad antioxidante y compararlos con los ABTS,DPPH, FRAP que utilizan
mecanismos de transferencia de electrones.

e Utilizar cromatografia preparativa o extraccion con fase solida como una
alternativa para fraccionar y purificar, para identificar  tentativamente
compuestos fendlicos presentes en las variedades de guayaba estudiadas.

e Investigar la capacidad antioxidante de los principales fenoles purificados y
aislados obtenidos de la guayaba blanca.

e Realizar un trabajo con técnicas de purificacion y andlisis RMN ch H'para
una mejor identificacion de los fenoles q  ue se han identificado de manera
preliminar.

e Utilizar solventes de extracciéon de de mayor caricter lipofilico (como por
ejemplo cloroformo), para observar el efecto y la correlaciéon de la capacidad
antioxidante con el contenido de fenoles.

e Utilizar otras técnicas cromatograficas para intentar obtener un mejor
fraccionamiento de compuestos fendlicos con base en su tamafio y peso
molecular.

e Hacer un estudio especifico de extraccién y purificacion de los fenoles de la

pulpa de la guayaba blanca para determinar su composicion cuali y cuantitativa
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GLOSARIO

Amberlita® XAD 2: es una resina adsorbente polimérica no iénica, formada por un
copolimero de poliestireno entrecruzado. La resina es ampliamente utilizada para
adsorber compuestos orgédnicos solubles de flujos acuosos o de solventes orgdnicos.
Se caracteriza por presentar una porosidad macroreticular (macroporosa) tnica y su
apariencia es la de pequefas perlas esféricas blancas y duras. Cada perla estd formada
por una aglomeracién de multiples y pequefias microesferas que presentan una fase
gel continua y una fase gel porosa. La estructura porosa de celdas abiertas permite al
agua penetrar los poros facilmente. Durante el proceso de adsorcién la porcién
hidrofébica de, la molécula del adsorbato, se adsorbe preferencialmente sobre la
superficie hidrofébica de la resina de poliestireno, mientras la parte hidrofilica del

adsorbato permanece orientada en la fase acuosa.
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perla Microesferas

Adsorbato
o—

Gabeza Hidroflica  cola Hidrofabica

Tomado de www.Sigma Aldrich.com

Antioxidantes: Moléculas que a bajas concentraciones, respecto a las de un sustrato
oxidable, retardan o previenen su oxidacion.

Capacidad antioxidante: se define como la capacidad que tiene ésta de: captar
quimicamente los radicales libres o suprimir la formacién de especies reactivas
envueltas en la produccion de radicales libre que actian sobre los sustratos en la

propagacién de la cadena de reacciones oxidativas.

Fenoles: compuestos que tienen en su estructura uno o mds anillos arométicos con al
menos un sustituyente hidroxilo.Cuando se habla de fenoles libres se efiere a fenoles
que no

Guayaba: Es una fruta de la familia de las Mirtdceas, nativa del Caribe, América
Central, América del Norte y el norte de Sudamérica, comestible, redonda o en forma
de pera, entre 3 a 10 cm en didmetro. Tiene una corteza delgada y delicada, color
verde palido a amarillo en la etapa madura en algunas especies, rosa a rojo en otras,
pulpa blanca cremosa o naranja-salmén con muchas semillitas duras y un fuerte aroma

caracteristico. Es rica en vitaminas A, By C.

Tomado de wikimedia.com

Liofilizacion: es un proceso de secado mediante sublimacién que se ha desarrollado
con el fin de reducir las pérdidas de los compuestos responsables del sabor y el aroma
en los alimentos, los cuales se afectan en gran medida durante los procesos

convencionales de secado.

La liofilizacién involucra varias etapas:
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* Congelacion (y acondicionamiento en algunos casos) a bajas temperaturas
* Secado por sublimacién del hielo (o del solvente congelado) del producto
congelado, generalmente a muy baja presion

* Almacenamiento del producto seco en condiciones controladas.

Tomado de www.demoprogresista.org.ar/actago06/Liofilizaci%F3n.doc

Radical libre: Un radical libre es cualquier especie que contiene uno o mas electrones

desapareados y que es capaz de mantener una existencia independiente.

HPLC UV-vis (cromatografia liquida de alta resolucion con detector UV-VIS): Es
un tipo de cromatografia de alta resolucién que utiliza como medio de discriminacion
de especies un detector UV-VIS que mide la habilidad de los compuestos
cromoforos de absorber la luz ultravioleta o luz visible en el rango de 190-400 nm o
400 a 700 nm respectivamente.

HPLC MS o EM: es una técnica de andlisis quimico que combina la capacidad de
separacion de la cromatografia liquida de alta presion (HPLC) con el andlisis de masas
de un espectrémetro de masas (EM). Generalmente su aplicacion se da en la deteccién
y potencial identificacion de especies quimicas en mezclas complejas.

ESI (modo de ionizacion por electrospray): es una técnica utilizada en
espectrometria de masas para producir iones. El mecanismo de ionizaciéon se debe a
que el liquido que contiene el analito de interés es dispersado por electrospray para

formar un fino aerosol.
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