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0. RESUMEN/ABSTRACT

Resumen

Actualmente la industria transformadora de frutas tropicales genera elevadas
cantidades de pieles, huesos y cascaras, que suponen un residuo, pero que podrian ser
revalorizadas transformandolas en subproductos de los que obtener beneficios. Varios
autores han demostrado que el contenido de compuestos bioactivos de interés es mayor
en las partes no comestibles de frutas tropicales que en las partes comestibles. Estos
compuestos de interés podrian obtenerse de dichos residuos para ser utilizados como
conservantes de los alimentos prolongando su vida util, para la prevencion o el trata-
miento de enfermedades como la hiperglicemia, o como inhibidores de microorganis-
mos patdgenos con aplicacion en la industria alimentaria. Por ello, en este estudio se ha
cuantificado el contenido en compuestos fendlicos y flavonoides totales, la actividad
antioxidante y antimicrobiana de las tres partes fisiologicas del rambutan (piel, pulpa y
hueso) en diferentes estados de conservacion: fresca, deshidratada y liofilizada. La ma-
yor concentracion de compuestos fendlicos (21.976,446 mg de acido galico/100 g de
p.s) y actividad antioxidante (27.229,035 mg de Trolox/100 g p.s) se obtuvo de la piel
liofilizada, empleando una proporcion de solvente con 80% etanol: 20% agua (V:v).
Ademas, estos extractos concentrados (0,25 g/mL), demostraron tener capacidad anti-
microbiana con halos de inhibicion mas amplios frente a S. aureus y frente B. cereus
que las muestras frescas y deshidratadas de los otros tejidos a mayores concentraciones
(0.5y 1 g/mL). Dos de los compuestos bioactivos identificados en los extractos obteni-

dos de la piel liofilizada fueron el &cido géalico y el acido elagico.
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Abstract

Nowadays fruit processing companies produce a large amount of waste products
(peels, seeds and kernels), which could be revalorized transforming them into by-
products to obtain benefits. Several authors have demonstrated that the content of
interesting bioactive compounds is bigger in the inedible parts of tropical fruits than in
their eatable parts. These compounds might be obtained from the above mentioned
residues to be used as preservatives to prolong food shelf life, preventing or treating
diseases such as the hypersugar blood content, or inhibiting pathogenic microorganisms
with application in the food processing industry. Therefore, the total phenolic and
flavonoid content, as well as the antioxidant activity of rambutan peel, flesh and kemel
in different conditions of conservation: fresh, dried and freeze-dried was determined.
The highest level of phenolic compounds (21,976,446 mg of gallic acid /100 g of d.w)
and antioxidant activity (27,229.035 mg of Trolox/100 g d.w) was obtained from the
freeze-dried peel, using a solvent proportion of 80% ethanol:20% water (v:v). In
addition, these concentrated extracts (0.25 g/mL), demonstrated a higher antimicrobial
capacity against S. aureus and B. cereus than the fresh and dried samples from other
parts extracted in higher concentrations (0.5 and 1 g/mL). Two of the bioactive
compounds identified in extracts obtained from freeze-dried peel were gallic acid and

ellagic acid.
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1. INTRODUCCION

1.1. Valorizacion de los residuos de frutas tropicales

Se define valorizacion como todo procedimiento que permita aprovechar los
recursos presentes en los residuos, sin comprometer la salud humana y sin utilizar
métodos perjudiciales para el medio ambiente. Por lo tanto, el objetivo es lograr reducir
al méaximo el flujo de materia hacia vertedero o incineracion, que aun siendo técnicas
altamente contaminantes, se emplean mayoritariamente en muchos paises europeos. De

este modo se lograria transformar los residuos en subproductos con una nueva utilidad.

Son muchos los estudios que evidencian que la presencia de compuestos
fitogquimicos es mucho mayor en la piel y la semilla respecto a las partes comestibles del
fruto (Ayala-Zavala et al., 2010). Contreras-Calderon et al. (2011) estudiaron la
composicion de 24 frutas tropicales procedentes de Colombia y su relaciéon con la
capacidad antioxidante, diferenciando entre fruto entero, piel y semilla, llegando a la
conclusion de que el contenido de estos compuestos en los subproductos era
significativamente mayor que en las partes comestibles. Gonzalez-Montelongo et al.
(2010) hallaron una mayor concentracion de compuestos antioxidantes en la piel que en
la pulpa de platano, resultados que concuerdan con los de Ribeiro da Silva et al. (2014)

para distintas especies de frutas tropicales originarias de Brasil.

Principalmente, estos subproductos proceden de las industrias de procesado
minimo de frutas, fabricacion de zumos y mermeladas, y los datos aportados sugieren
que la valorizacién de estos residuos organicos de origen vegetal parece ser una
alternativa solida a su aprovechamiento. Ademas, la obtencion de los compuestos
bioactivos presentes en estos residuos permitiria utilizarlos como conservantes de los
propios alimentos de los que proceden, integrandose asi en la produccion,
proporcionando una alternativa natural frente al deterioro de los alimentos, y
aumentando la sostenibilidad medioambiental de las empresas alimentarias
(Ayala-Zavala et al., 2010).

Las estrategias para la recuperacion de estos recursos se dividen en tres grandes

grupos (Yepes et al., 2008):
1. Valorizacién quimica y biolégica

Dentro de este grupo se clasifican procesos bioldgicos como el compostaje o la

DA o )
3|Pagina



lombricultura, y tecnologias para la extraccion de distintos componentes fitoquimicos

de interés funcional y tecnoldgico.

El compost es el resultado de la descomposicion biolégica de materia organica
bajo condiciones controladas de humedad y temperatura (50-70°C), cuya funcion es
servir de abono para los cultivos (Yepes et al.,, 2008). La lombricultura es otra
alternativa bioldgica para el aprovechamiento de los residuos organicos agricolas,
industriales y urbanos, basada en la utilizacion de la lombriz roja californiana como

productora de hummus y proteina animal a partir de estos subproductos (Schuldt, 2006).

Por otro lado, estos subproductos vegetales son fuente de polisacaridos, como
fibra, obtenida principalmente de las cortezas y pieles (Ajila et al., 2007; Yapo et al.,
2013); enzimas Utiles para la industria y con propiedades terapéuticas, como bromelaina
(Kelly, 1996) y papaina (Mamboya, 2012); aceites esenciales; compuestos fendlicos,

carotenoides y otros fitoelementos con propiedades funcionales (Jahurul et al., 2015).
2. Obtencién de combustibles

El biogés se obtiene de la descomposicion de la materia orgénica por accion
bacteriana o por su combustién en condiciones anaerobias, con el objetivo de producir

energia térmica, eléctrica 0 como combustible (Abraham et al., 2007).
3. Valorizacioén térmica

En Europa actualmente el flujo de materiales residuales al vertedero o
incineracion es muy elevado. Esta técnica mas que aportar un valor afiadido, trata de
eliminar los subproductos, con el inconveniente de que es altamente contaminante, ya
que genera dioxinas y furanos, caracterizados por ser contaminantes organicos

persistentes (COPs), y dioxido de carbono, contribuyendo al efecto invernadero.

La pirolisis es otro método térmico que emplea temperaturas entre 400 y 800°C
para conseguir reducir el volumen de la materia hasta en un 95%, minimizando asi la

cantidad de residuos.

1.2. Compuestos bioactivos presentes en frutas tropicales

Existen numerosos estudios epidemioldgicos que evidencian que dietas ricas en
frutas y otros vegetales pueden reducir la incidencia de enfermedades cardiovasculares,

cancer y diabetes en humanos (Crozier et al.,, 2009). Entre otros elementos, los
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compuestos fenolicos son los responsables de estos efectos terapéuticos. Se trata de
metabolitos secundarios ubicuos en las plantas cuyo interés esta creciendo debido a sus
propiedades bioactivas (Ignat et al., 2011), y que se caracterizan por tener al menos un
anillo aromatico con uno 0 mas sustituyentes hidroxilo. Aunque, por su estructura, todos
ellos son susceptibles de secuestrar radicales libres, su actividad antioxidante puede
variar mucho en funcién de la posicion y el grado de hidroxilacién, polaridad,
solubilidad, estabilidad frente al procesado alimentario, y estabilidad de los propios
radicales libres (Fennema, 2000). Se conocen mas de 8000 estructuras diferentes,
muchas de ellas presentes en los alimentos, que van desde los compuestos mas sencillos
de bajo peso molecular, hasta los mas complejos, como taninos y fenoles derivados
conjugados con azUcares 0 acidos organicos (Crozier et al., 2009). Por norma general se

clasifican en dos grandes grupos:
Flavonoides

Son los compuestos fendlicos méas abundantes en el reino vegetal, y se encuentran
principalmente en las hojas y la piel de las frutas. Entre las propiedades funcionales que
se les atribuyen, destaca su poder antioxidante y la inhibicién del enzima convertidor de
angiotensina (ACE) (Actis-Goretta et al., 2006; Crozier et al., 2009; Del Rio et al.,

2013). Los compuestos mas representativos de este grupo se detallan en la tabla 1.1.
Fenoles distintos de los flavonoides

Este subgrupo esta formado por una gran variedad de acidos fendlicos y sus
derivados, siendo el acido galico y elagico los mas comunes. Mayormente se encuentran
esterificados con azlcares en forma de galotaninos y elagitaninos en fuentes diversas
como fresas y frambuesas, granada, platano, o nueces y avellanas, entre otros frutos. En
la tabla 1.2. se detallan algunos ejemplos de acidos fenolicos pertenecientes a la serie de
los acidos benzoicos y cinamicos, asi como otros compuestos fendlicos distintos de los

flavonoides, como los fenoles simples, taninos, y estilbenos.

Aungue la cantidad de compuestos bioactivos depende, entre otros factores, de la
variedad, grado de madurez, manejo precosecha, condiciones de almacenamiento y
localizacion de los compuestos entre los distintos tejidos del fruto, las frutas tropicales
se pueden considerar fuentes significativas de compuestos bioactivos con capacidad
antioxidante (Ajila et al., 2010).
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Tabla 1.1. Estructura quimica de los principales flavonoides presentes en frutas y hortalizas

Clasificacion Estryct_ura Principales compuestos Fuentes
quimica
Quercetina Manzana
R Cebolla
Flavonoles Miricetina -
Kaempferol Endibia
Granada
Espinacas
Flavonas Luteolina Pergjil
Apigenina Apio
0 Citricos
Flavan-3-ol ° @ Catequinas M;\;Zna
@ Proantocianidinas .
OH Arandano
Mora
o O Cianidina Grosella
Antocianidinas O S Pelagrnidina Cereza
Z~0oH Delfinina Fresa
Uva
0 @ Naringenina Citricos
Flavanonas @ Hesperidina Tomate
o Eriocitrina Menta
(o]
Isoflavonas O l Genisteina Soja
a3 O Daidzeina )

Fuentes: (Crozier et al., 2009; Del Rio et al., 2013; Ignat et al., 2011)

Tabla 1.2. Clasificacion de los compuestos fendlicos no flavonoides, estructura quimica y ejemplos de los
compuestos mas representativos.

Clasificacion Estructura quimica basica | Principales compuestos Fuentes
p-cresol Tomate
Fenoles simples @ Hidroquinona Coliflor
=""0H Piroctecol Citricos
o Ac. galico Fresas
- . Ac. elagico Uva
Acidos benzoicos L
OH Vainillina Cebolla
Ac. p-hidroxibenzoico Rabanos
0 Ac. cafeico Café
A q L, S Ac. fertlico Cereales
OH z o .
GRS Bl D EeE Ac. clorogénico Zanahoria
Ac. cumarico Albaricoque
OH
HO.+
s Y oM Uva
HO R o2 T H
g S\
Taninos ol g0~ o Galotaninos Granada
OHY ' ot Elagitaninos Platano
Sy
HO™ Y, OH oo 11 Nueces
HO' OH
OH
O Resveratrol Uva
Estilbenos y derivados Z - Grosella
Piceatanol .
Aréndano

Fuentes: (Crozier et al., 2009; Del Rio et al., 2013; Ignat et al., 2011)
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Correia et al. (2012) identificaron quercetina, cianidina, proantocianidinas, y acido
elagico en varios residuos de frutas tropicales, presentandose este Gltimo en mayor
concentracion que en otros alimentos con reconocida cantidad de este compuesto como
la fresa y productos derivados. Por otro lado, Ribeiro da Silva et al. (2014) cuantificaron
niveles elevados de compuestos fenolicos y flavonoides, e identificaron determinados
compuestos, como resveratrol y cumarina, en subproductos de guayaba, mango y
papaya, entre otras frutas tropicales. Por Gltimo, Dorta et al. (2014) consiguieron separar
hasta 30 compuestos fendlicos diferentes en subproductos de tres variedades diferentes
de mango, entre los que destacan mangiferina, y derivados del acido elagico y la

quercetina.

Teniendo en cuenta las propiedades de estos compuestos, se postulan como
posibles aditivos naturales para alargar la vida Util de algunos alimentos. Por ejemplo,
aunque en ocasiones pueda resultar un atributo positivo para su flavor, las reacciones de
oxidacion de los lipidos forman moléculas volatiles que disminuyen la calidad de los
alimentos por descomposicion de los acidos grasos que los forman, siendo una de las
principales causas del deterioro de la calidad de alimentos grasos durante su procesado
y almacenamiento (Gonzalez-Montelongo et al., 2010). Ademas, también influye en las
reacciones de oxidacion de pigmentos, provocando una pérdida de color y por
consiguiente de la calidad organoléptica.

La cinética de oxidacion lipidica de los alimentos muestra una fase de induccion
seguida de un incremento exponencial de su velocidad. La duracion de esta induccion es
muy importante para los fabricantes de alimentos, dado que en este periodo la rancidez
no se detecta, mientras que una vez que se ha alcanzado la fase exponencial, se
desarrollan olores indeseables en muy poco tiempo (Fennema, 2000). Por esta razon, los
compuestos antioxidantes naturales se presentan como alternativa para retrasar el

periodo de induccion al maximo posible.

1.3. Compuestos con propiedades antioxidantes presentes en frutas tropicales

El oxigeno es un metabolito esencial para la vida. Sin embargo, puede ser
altamente dafiino para el organismo y para los alimentos que consumimos si su
actividad no es controlada. Uno de los efectos negativos del oxigeno es que provoca
oxidacion de los lipidos o rancidez oxidativa. Este proceso se inicia en los alimentos por
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las [lamadas especies reactivas del oxigeno (ROS), que también se pueden formar en los
organismos vivos como consecuencia de la actividad metabdlica de estos, con efectos
graves para dichos organismos. Ciertos procesos metabdlicos requieren de la
participacion de los ROS, por lo cual el control de la formacion y destruccion de los

ROS es de gran importancia (Descalzo et al, 2008).

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio en el balance entre la
formacion y destruccion de los ROS, y es en este proceso donde los antioxidantes tienen
una funcidn protectora importante. Los antioxidantes pueden clasificarse segin su
origen en sintéticos y naturales. Dentro del primer grupo se encuentran el hidroxianisol
butilado (BHA), el hidroxitolueno butilado (BHT), la butilhidroguinona terciaria
(TBHQ) vy los ésteres del acido galico; mientras que los tocoferoles, flavonoides y
acidos fenolicos son antioxidantes naturales, que ademas se asume que son Mmas
potentes, eficaces y seguros que los sintéticos (Alfonso Valenzuela et al, 2003), por lo

gue se esta potenciando su uso en detrimento de los sintéticos.

El ser humano obtiene dichas sustancias a través de los alimentos lo que refuerza
la actividad de los sistemas antioxidantes endégenos aportando una proteccion extra
para el estrés oxidativo. Los sistemas in vivo que el ser humano posee contra el dafo

oxidativo pueden clasificarse en tres lineas de defensa:

e La primera consiste en la inhibicion de la formacion de especies reactivas de
oxigeno y de radicales libres a través del secuestro de iones metalicos, por
reduccion de hidroperdxidos y peréxido de hidrogeno y por captacion de
oxigeno singlete.

e Los antioxidantes que absorben radicales actian como segunda linea de defensa.
Los principales representantes de este grupo son la vitamina liposoluble E y la
hidrosoluble C. Ambas captan radicales e inhiben la reaccion en cadena o
rompen la reaccion de propagacion. Los compuestos polifendlicos también
pueden actuar como potentes antioxidantes absorbedores de radicales.

Redondo et al. (2016a) estudiaron la presencia de polifenoles y componentes
antioxidantes en frutos del aclareo de distintas frutas de hueso. La nectarina fue el fruto
con mayor contenido de polifenoles totales (67,43 mg equivalentes de acido galico
(GAE)/qg), flavonoides totales (56,97 mg equivalentes de catequina (CE)/g) y capacidad
antioxidante determinadas por los métodos del radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo

(DPPH) y del poder antioxidante de reduccién férrica (FRAP). Ademas, estos mismos
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autores comprobaron la capacidad de extractos de piel de nectarina del aclareo para
prevenir el pardeamiento enzimatico provocado por el enzima polifenoloxidasa (PPO)
(Redondo et al., 2016b).

e Latercera linea de defensa esta constituida por los mecanismos de reparacion de

novo y en el aclaramiento de proteinas lipidos y DNA alterados por la oxidacion.

Las grasas, aceites y los alimentos con base lipidica se deterioran al sufrir
diversas reacciones de degradacion, tanto por calentamiento como durante su
almacenamiento prolongado. Los principales procesos de deterioro son las reacciones
de oxidacion y de descomposicion de los productos de oxidacién que porvocan una

disminucion del valor nutritivo y de la calidad sensorial.

Tsaknis et al. (2002) compararon el comportamiento del aceite de oliva al
calentamiento con respecto al del aceite de maiz, el aceite de orujo y una mezcla al 50%
de aceite de oliva y aceite de maiz. Se estudio la eficacia del BHA y el BHT en el
retraso del deterioro de los aceites durante el calentamiento estatico (175 = 5°C),
encontrdndose que el BHA dio una ligera proteccién al aceite de orujo y que el BHT

proporciond alguna proteccion al aceite de maiz.

Se conocen relativamente bien los cambios que los antioxidantes sintéticos
sufren durante el procesado y almacenamiento de los alimentos, asi como las
interacciones que se producen entre los productos de oxidacidn con otros componentes
de los alimentos. Las pérdidas mas importantes en la actividad antioxidante se producen
como consecuencia de cambios quimicos de los antioxidantes presentes en los

alimentos.

Sin embargo, los consumidores prefieren consumir productos naturales libres de
aditivos sintéticos. Por tanto, en un futuro cercano continuara la aplicacion de
antioxidantes naturales por lo que serd necesario estudiar con mas detalle estas
moléculas y encontrar fuentes de donde obtenerlos para revalorizar productos de
deshecho. Por ello, este hallazgo e identificacion de los principales componentes de los
extractos y mecanismos responsables de esta actividad antioxidante en la piel de frutas
tropicales podrian ser utilizadas como suplementos dietéticos para la prevencion de
enfermedades y prolongar la vida util de alimentos con alto contenido en acidos grasos,

entre otros.
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En resumen, los antioxidantes son sustancias de origen natural, cuya funcion
radica en preservar al ser que lo contiene. En los alimentos pueden definirse como
cualquier sustancia que es capaz de aplazar, retardar o prevenir el desarrollo de rancidez
u otro deterioro del flavor que se produzca como consecuencia de la oxidacion. Existe
un numero creciente de datos experimentales, clinicos y epidemiologicos que
demuestran sus efectos beneficiosos frente al estrés oxidativo que desemboca en
enfermedades relacionadas con la edad como el céncer y el envejecimiento
(Jan Pokorny et al ,2005).

Okonogi et al. (2007) investigaron el potencial de varios residuos de frutas
comunmente consumidas y cultivadas en Tailandia concluyendo que los extractos que
poseian mayor capacidad antioxidante eran los procedentes de la piel de granada
(Punica granatum), rambutdn (Nephelium lappaceumL.), y mangostan (Garcinia
mangostana). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Chunglok et al. (2014)
sobre la presencia de componentes con actividad antioxidante y anticancerigena en el
pericarpio y las semillas de frutas tropicales como rambutan (Nephelium lappaceum L.),
litchi (Litchi chinensis Sonn.) y tamarindo (Tamarindus indica L.). Ademas Khonkarn
etal. (2010) evaluaron el potencial antioxidante y citotoxico de distintos extractos
procedentes de cascara de rambutan, mangostan y coco frente a lineas celulares
humanas, siendo el primero del que se obtuvieron resultados mas prometedores. Del
mismo modo Palanisamy et al. (2008) cuantificaron por primera vez el alto contenido
fendlico, baja capacidad pro-oxidante y fuerte actividad antioxidante del extracto de la
corteza del rambutan, que aunque normalmente es desechada, podria incorporarse de

nuevo al sistema productivo aprovechando asi sus propiedades funcionales.

1.4. El rambutan: caracteristicas y propiedades bioactivas

1.4.1. Origen, descripcion y cultivo

El rambutan (Nephelium lappaceum L.) es una fruta originaria del continente
asiatico, especificamente de Indonesia y Malasia, aunque cultivado también en
Thailandia, Vietnam, India, Sri Lanka y en Filipinas donde fue introducida desde
Indonesia en 1912. Su color atractivo y apariencia caracteristica, relativa rusticidad y
capacidad productiva de los arboles de esta especie, han permitido que este cultivo se

transforme en una actividad fruticola promisoria de las zonas tropicales hiumedas. Se ha
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utilizado tanto para consumo fresco, como para su procesado industrial.

Las raices sintacticas de ese nombre, provienen del vocablo malayo “rambut”
que significa pelo, para hacer alusion a los espinaretes largos y suaves que cubren la

fruta y que son su principal caracteristica distintiva ante los consumidores (fotografia 1
y2).

Fotografia 1: Rambutanes de la variedad Fotografia 2: Rambutan abierto
R162
=

]

. . I , Fuente:
Fuente: Melvin Arias T. e lvan Calvo V., 2014

Pertenece a la familia Sapindaceae, la cual incluye mas de 150 géneros y cerca
de 2000 especies de arboles, arbustos, plantas herbaceas y trepadoras de amplia
distribucion en los tropicos y zonas calidas del planeta. Existen en el mundo una gran
cantidad de variedades de rambutan que han sido seleccionadas en paises como
Indonesia, Malasia y Filipinas, las cuales reinen parametros de calidad especificos, ya
gue han sido mejoradas en cuanto a color, sabor, textura, tamafio del fruto y capacidad

de desprendimiento de la pulpa.

Los principales paises productores y exportadores de rambutan son Tailandia,
Indonesia y Malasia (Ramirez, et. al 2003). Le siguen otros paises como Las Filipinas,
Singapur, Sri Lanka, India y Vietnam, los cuales tienen areas significativas pero las

destinan principalmente para cubrir su consumo interno.

1.4.2. Propiedades bioactivas

Ademas de la actividad antioxidante que se le atribuye principalmente a los
extractos procedentes de la cascara de este fruto, como se ha resefiado con anterioridad,
Palanisamy et al. (2011) concluyen que dichos extractos pueden ser beneficiosos en el
tratamiento frente a la hiperglicemia. Otros autores, como Thitilertdecha et al. (2008)

defienden su posible uso como como agentes de control microbioldgico frente a
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determinadas bacterias, ya que debido al elevado potencial antioxidante de los
compuestos fenolicos se derivan funciones antimicrobianas. Por ultimo, Ramesa et al.
(2014) también comprobaron el efecto inhibitorio del rambutan frente a determinados

patogenos, pero en este caso fue a partir de extractos acuosos de las semillas del fruto.
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2. OBJETIVOS

A lo largo de la seccion anterior se ha constatado que los residuos
agroalimentarios procedentes de las operaciones de transformacion de fruta pueden ser
aprovechados para la extraccion de compuestos bioactivos como compuestos fendlicos
cuya capacidad antioxidante ha sido demostrada por varios investigadores. Ademas de
la inhibicion de la oxidacion, los extractos procedentes de subproductos de frutas
tropicales, y en concreto de rambutan, han demostrado poseer cierto efecto
antimicrobiano frente a algunos microorganismos patdgenos o alterantes de interés
alimentario, inhibiendo su crecimiento, y por ello, evitando la devaluacion del producto

o la pérdida de seguridad alimentaria.

Por ello, en este trabajo se cuantificara el contenido en compuestos fendlicos y
flavonoides totales, la actividad antioxidante, y la actividad antimicrobiana de extractos

obtenidos a partir de piel, pulpa y hueso de rambutan fresco, deshidratado y liofilizado.
Para ello, se plantearon los siguientes objetivos parciales:

1) Evaluar la influencia del solvente y optimizar la capacidad de extraccion de
compuestos de interés.

2) Determinar la concentracion de compuestos fendlicos totales, flavonoides y
actividad antioxidante las distintas partes del fruto (piel, pulpa y hueso)
frescas, deshidratadas y liofilizadas para evaluar los efectos que el procesado
previo tiene sobre estos contenidos.

3) Identificacion individual de los compuestos fendlicos presentes en los
extractos.

4) Determinar la actividad antimicrobiana de los distintos extractos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Preparacion de las muestras de rambutan

Los frutos de rambutan empleados en este estudio fueron adquiridos en
MercaZaragoza y eran originarios de Tailandia. Una vez recepcionados, se dividieron
en tres grupos de 10 unidades, para su posterior deshidratacién, liofilizacion y
conservacion en fresco, respectivamente, para realizar su analisis nutricional y comparar
el efecto de dichos tratamientos sobre la concentracion de compuestos fenolicos y su

capacidad antioxidante.

Todos los rambutanes se separaron manualmente con la ayuda de un cuchillo en
sus tres tejidos principales (piel, pulpa y hueso) antes de someterse a cada uno de los
procesos mencionados. Uno de los grupos se deshidrato por el método convencional en
una estufa por corriente de aire a 50°C durante 12 horas hasta que el peso de las
muestras fue estable. El segundo grupo se sometié a un secado por congelacién en un
equipo de liofilizacion (Heto Holten, DW8; Alemania). En la primera etapa se redujo la
temperatura a -20°C para la consiguiente eliminacion del agua de la muestra por
sublimacion al aplicar vacio. En ambos casos, después del tratamiento las muestras se

envasaron a vacio hasta su analisis.

Por ultimo, se destind una fraccion del pool de muestras de cada parte fisioldgica
de los frutos frescos para su deshidratacion y obtencion de los diferentes extractos secos
y poder expresar los resultados de los analisis en base seca para facilitar su

comparacion.

3.2. Reactivos
Los principales reactivos empleados en este trabajo han sido:

Carbonato de sodio (NaCOs3), nitrito de sodio (NaNO3z), cloruro de aluminio
hexahidratado (AICIs 6 H20), hidroxido de sodio (NaOH), cloruro de hierro (I1I)
hexahidratado (FeCls 6 H20), metanol y etanol, todos ellos procedentes de Panreac
Quimica S.L.U. (Barcelona, Espafa). El radical libre 2,2-difenil-1-picrilhirazil (DPPH),
2,4,6-tris (2-piridil)-s-triazina (TPTZ), y el &cido 2-carboxilico-6-hidroxi 2,5,7,8-
tetrametilcromano (Trolox) utilizados fueron suministrados por Sigma-Aldrich

(Steinheim, Alemania), y el reactivo Folin-Ciocalteu por Merck KGaA (Darmstadt,
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Alemania).

Todos los patrones de calibracion (acido galico, acido elagico, catequina,
epicatequina, galocatequina, quercetina, vainillina, acido ferulico, acido cumarico, y

acido clorogénico) también fueron suministrados por Sigma-Aldrich.

3.3. Cuantificacion e identificacion de los compuestos de interés

3.3.1 Optimizacidon de la extraccion de compuestos de interés

Para determinar la cantidad de etanol 6ptima que maximizara la extraccion de
los compuestos de interés, se utilizo dicho solvente en diferentes relaciones etanol:agua
(0:100, 20:80, 40:60, 60:40, 80:20 y 100:0).

Se pes6 1 gramo de muestra en tubos de centrifuga de 50 mL (Sarstedt Ag &
Co.; Nimbrecht, Alemania) y se afadieron 10 mL de las correspondientes
concentraciones de solvente mencionadas anteriormente. Con la ayuda de un ultraturrax
(IKA-W) se homogeneiz6 la mezcla durante 2 minutos, y posteriormente se centrifugo a
4000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se trasvasaron los sobrenadantes a tubos Falcon de
15 mL (Sarstedt Ag & Co.) correctamente etiquetados y se filtraron con filtros de 45 pm
(Macherey-Nagel GmbH & Co.; Diren, Alemania) antes de cuantificar la cantidad total

de fenoles y flavonoides.

3.3.2. Extraccidn, cuantificacion e identificacion de los compuestos fendlicos
3.3.2.1. Preparacion de los extractos

En esta primera etapa de caracterizacion de piel, pulpa y hueso de rambutan, la
extraccion se llevd a cabo, por triplicado, a partir de 1 g de cada muestra en 10 mL de
solucion etanol:agua (80:20; v/v) que se homogeneizaron en tubos de centrifuga de
50 mL (Sarstedt Ag & Co.; Numbrecht, Alemania) con la ayuda de un ultraturrax
(IKA-W) durante 2 minutos, y se centrifugaron posteriormente a 4000 rpm durante
10 minutos a 4°C. Por ultimo, se trasvasaron los sobrenadantes a tubos Falcon de 15 mL
(Sarstedt Ag & Co.), y una fraccion de cada extracto, de 2 mL aproximadamente, se
filtré en viales de cromatografia (Labbox; Barcelona, Espafia) a través de un filtro de 45
um (Macherey-Nagel GmbH & Co.; Duren, Alemania) para ser analizados por HPLC.

Las muestras se guardaron en congelacion (-32°C) hasta su analisis.
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3.3.2.2. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales

Para determinar la concentracion de compuestos fendlicos se modificé el método
descrito por Singleton y Rossi (1965). En tubos de ensayo (Labbox) se colocaron
0,5 mL de cada extracto a los que se afadieron 0,5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu. A
continuacion, se afiadieron otros 0,5 mL de carbonato de sodio al 7,5%, y seguidamente
7 mL de agua destilada. Tras 60 minutos de incubacion a temperatura ambiente y en
oscuridad, se determind la absorbancia de la muestra a 760 nm utilizando un
espetrofotometro (Unicam; Waltham, USA). Los resultados fueron expresados en mg de

acido galico por 100 g de peso seco.

La curva patrén se obtuvo a partir de soluciones estandar de acido galico
(0-250 mg/l) preparadas en matraces de 10 mL (Labbox) que fueron sometidas al

mismo proceso que las muestras para determinar su absorbancia.

3.3.2.3. Cuantificacién de flavonoides

El contenido en flavonoides del extracto se determiné modificando un ensayo
colorimétrico descrito por lacopini et al. (2010) en el que a 0,5 mL de extracto o
solucion estandar con concentraciones crecientes de catequina (0-150 mg/l) se
afiadieron 0,1 mL de nitrito de sodio al 5%. Transcurridos 5 minutos se adicionaron
0,1 mL de AICI3 al 10%, y tras otro minuto se mezclé con 0,6 mL de NaOH 1 M. Por
ultimo, se midio la absorbancia de la mezcla a 510 nm vy tras realizar los célculos se

expreso el contenido en flavonoides como mg de catequina en 100 g de peso seco.

3.3.2.4. Identificacion de compuestos fendlicos mediante HPLC

Los fenoles se identificaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) con un equipo serie 1100 (Hewlett-Packard Agilent; Santa Clara, USA)
equipado con un desgasificador, una bomba cuaternaria, un selector de muestras
automatico, un detector de matriz de fotodiodos (DAD) y una columna Zorbax SB-C18
de fase reversa (150 mm x 4,6 mm d.i.; tamafo de particula 3,5 pm). Los resultados se
analizaron con el software HP ChemStation 3365. Se emple6 un método basado en el
descrito por Toméas-Barberan et al. (2001) con pequefias modificaciones. Como solvente

Ay B se utilizé metanol y agua, respectivamente, ambos con 5% de &cido formico para
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mejorar la resolucion de los picos (Tomas-Barberan et al., 2001). El flujo fue de 1
mL/min, aplicado segun el siguiente gradiente: 95% de B desde 0 hasta 5 minutos,
95-88% de B desde 5 hasta 10 minutos, 88-75% de B desde 10 hasta 35 minutos,
75-50% de B desde 35 hasta 50 minutos, 50-20% de B de 50 a 52, y de 20-0% de B
hasta 60 minutos. El volumen inyectado fue de 20 uL. El detector se fijo a longitudes de
onda de 280 nm para analizar compuestos fendlicos pertenecientes a los acidos
benzoicos (&cido galico y elédgico, y vainillina), &cidos cinamicos (&cido ferulico,
cumarico y clorogénico), y flavonoides (catequina, quercetina, galocatequina y
epicatequina). Todos los estandares de las curvas patron se disolvieron en metanol:agua
(80:20, v/v).

3.3.3. Determinacion de la capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante se determiné mediante dos métodos: DPPH y FRAP.
3.3.3.1. DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

El procedimiento operativo para la determinacion colorimétrica de la capacidad
antioxidante total se modificd del propuesto por Llorach et al. (2004). Se mezclaron
900 ul de los extractos fenodlicos, en la correspondiente dilucion (Tabla 3.1.), en cubetas
de espectrofotometria (Sarstedt Ag & Co.) junto con 900 pl de solucion de radical libre
DPPH preparada con anterioridad pesando 0,0131 g (Mettler Toledo; Greifensee, Suiza)
en un volumen total de 250 mL de metanol. Se agito la mezcla y se incubd durante dos
horas y media en oscuridad para que se desarrollase totalmente el color y medir la

absorbancia a 515 nm.

Tabla 3.1. Diluciones realizadas para la curva de calibrado empleada en el método DPPH de
determinacion de la capacidad antioxidante.

Diluciones 1 [2@2) [3@W4) [ 4@190) |5 (1/15) | 6 (1/30) | 7 (1/60)
Muestra (uL) 900 | 450 | 225 | 110 60 30 15
MeOH:H20 (uL) | - | 450 | 675 | 790 840 870 885
DPPH (uL) 900 | 900 | 900 | 900 900 900 900

La curva patrén (Figura 3.1) se preparé a partir de una solucion madre de Trolox
en metanol, que se diluyo 1/100 en metanol:agua al 80%. A partir de esta solucién de
trabajo se realizaron diluciones seriadas desde 0 hasta 60 uM, a las que se afiadieron

900 pl de DPPH para obtener la curva de calibrado tras el periodo de incubacion.
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Figura 3.1 Imagen de la curva patrén de Trolox para el método DPPH.

3.3.3.2. FRAP (Poder Antioxidante de Reduccion Férrica)

Se desarroll6 un procedimiento de trabajo a partir de los protocolos de Thaipong
et al. (2006) y, Griffin y Bhagooli (2004), que consistia en anadir 900 pl de reactivo
FRAP junto con 120 ul de muestra en cubetas de espectrofotometria, y medir la
absorbancia de la mezcla a 595 nm, tras ser incubadas durante 20 minutos a temperatura

ambiente.

El reactivo FRAP estaba formado por tampon acetato, TPTZ y FeClz 6 H20 en
proporcion 10:1:1 (v:v:v). Se prepararon disolviendo: 0,1562 g de TPTZ en 2 mL de
acido clorhidrico y enrasando con agua hasta 50 mL, 0,2703 g de cloruro férrico en
agua con ayuda de 1 mL de HCl en 50 mL, y 3,1 g de acetato de sodio trihidratado en
16 mL de acido acético glacial y enrasando con agua hasta 1000 mL.

Para determinar las concentraciones finales de antioxidantes de las muestras se
prepard una curva patron de Trolox (Tabla 3.2.). Para ello, se partio de 50 mL de una
solucion madre (1000 uM en metanol:agua (80:20, v:v)). En la tabla 2.2. aparecen las
distintas concentraciones usadas para realizar la curva de calibrado a partir de esta

solucién madre.

Tabla 3.2 Diluciones realizadas para la curva de calibrado empleada en el método FRAP de
determinacidn de la capacidad antioxidante.

Concentracién (uM) Solucion (rgqaf)re Trolox Metano(l ﬁ?ﬁL)ja 80:20
1000 10 -
500 5,0 5,0
250 2,5 7,5
200 2,0 8,0
150 15 8,5
100 1,0 9,0
50 0,5 9,5
0 - 10
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3.4. Determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos de rambutan

3.4.1. Preparacion de los extractos

A algunos compuestos fenolicos, ademas de desempefiar un papel principal en la
inhibicion de la oxidacion debido a su elevado potencial redox, se les atribuye un
amplio rango de funciones bioldgicas, por ejemplo como antimicrobianos, derivadas de
su capacidad antioxidante. Por ello se testaron los extractos de piel de rambutén, ya que
presentdé la mayor concentracion de compuestos fendlicos, frente a una serie de
microorganismos que se detallan mas adelante. Para ello, se prepararon extractos de piel
fresca, deshidratada y liofilizada, disolviendo 2,5 g de cada tejido en 10 mL de etanol,
obteniendo extractos de una concentracion de 0,25g/mL. Posteriormente se elimind el
disolvente, eliminando asi su posible toxicidad frente a las cepas seleccionadas, en un
rotavapor a 35°C y 60 rpm durante 3 minutos, y cada uno de los extractos se recuperd
del matraz de evaporacion disolviendo el precipitado en concentraciones decrecientes
(I mL, 0,5 mL y 0,25 mL) de una solucion de etanol al 3% y 0,05% de Tween 80 para
mejorar la dispersion de los compuestos bioactivos en el disolvente. De este modo, se
obtuvieron las concentraciones finales deseadas en los extractos de cada una de las

muestras: 0,25g/mL, 0,5g/mL, y 1g/mL.

3.4.2. Cepas microbianas

La actividad antimicrobiana in vitro se testo frente a 11 microorganismos (tabla
3.3), 6 bacterias comunmente transmitidas por los alimentos y 5 mohos fitopatogenos,
suministrados por la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT, Valencia, Espafia) o
procedentes de la coleccion de cepas del Grupo de Investigacion Alimentos de Origen
Vegetal (VG). Las cepas fueron inoculadas en caldo triptona y soja (TSB; Merck;
Darmstadt, Alemania) suplementado con un 0,6 % extracto de levadura (Merck) e
incubadas a 37 °C durante 24 horas para las bacterias. Los mohos se sembraron en
placas con agar patata-dextrosa (PDA; Merck) y se incubaron durante 7 dias a 25 °C.
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Tabla 3.3. Microorganismos utilizados en la determinacion in vitro de la actividad antimicrobiana de los
extractos de rambutan

Grupo Especie Coleccion
Escherichia coli ATCC 8739

Salmonella typhimurium | ATCC 13311

Bacterias Gram -

Bacillus cereus ATCC 10876
Listeria monocytogenes | ATCC 13932
Staphylococcus aureus | ATCC 25923
Clostridum perfringens | ATCC 13124

Bacterias Gram +

Botrytis cinerea VG1*
Monilinia fructicola ATCC 62879
Monilinia laxa VG105*
Mohos —— —
Penicillium digitatum VG20*
Penicillium expansum | CECT20140
Penicillium italicum VG101*

3.4.3. Obtencion de las suspensiones

El nimero de bacterias por mL se determiné por recuento microscépico directo
(depositando 10 pL de la suspension en una superficie de 1 cm? delimitado en un porta
y contando el numero de esporas presentes en 20 campos) y posterior dilucién en caldo
TSB.

Para los mohos, en cada placa de PDA que contenia las cepas fungicas crecidas
se afiadieron 5 mL de agua destilada estéril, con un 0,05% de Tween 80; posteriormente
se raspo la superficie con asa de siembra estéril para separar el micelio y las esporas de
su superficie y se homogenizé el tubo en un vortex. A continuacion, el liquido fue
filtrado a través de 4 capas de gasa estéril. EI nUmero de esporas por mL se ajusté al
igual que en el caso de las bacterias.

3.6.4. Tecnica de difusion en agar

La actividad antimicrobiana de dichos extractos se determind mediante la
técnica de difusién en agar.

Para ello, se inoculd en placas de agar Mueller-Hinton (Oxoid; Hampshire,
England) 0,1 mL de la suspensién microbiana adecuada: bacterias (10® unidades

formadoras de colonia (ufc) /mL) y mohos (10* ufc/mL). Dicho indculo se extendi6 de
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forma homogénea por toda la superficie de la placa con ayuda de un hisopo estéril. A
continuacion, 100 pL de cada extracto se afiadieron a un disco de papel de filtro de 6
mm (Filter-Lab; Madrid, Espafia) que se depositd en la superficie de las placas
inoculadas. Se depositaron 3 réplicas de cada extracto por disco y un disco impregnado
con el disolvente (3% etanol-0,05% Tween 80) como control. Las placas se incubaron
durante 24-72 h en las condiciones Optimas de cada microorganismo y la zona de
inhibicién se midid, en milimetros, mediante un calibre automatico Flash and Go (UL
Instruments; Barcelona, Espafia). Los resultados obtenidos por el método de difusion en
agar son cuantitativos y la capacidad inhibitoria de los extractos frente a los
microorganismos se clasificd en: no sensible (-) cuando el diametro del halo de
inhibicidn, incluyendo el disco, es inferior a 8 mm; sensible (+) para un didmetro entre 8
y 14 mm; muy sensible (++) para un diametro entre 14 y 20 mm; y extremadamente
sensible (+++) para un didmetro igual o superior a 20 (Elaissi et al., 2011). Todos los

ensayos se realizaron por triplicado.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Optimizacion de la extraccidn de compuestos de interés

A pesar de que muchos autores coinciden en el hecho de que la mayor eficacia
en la extraccion de compuestos bioactivos a partir de materias vegetales se adquiere
utilizando metanol como solvente, en este estudio se decidid emplear etanol con el
objetivo de reducir el impacto sobre el medio ambiente por el uso de solventes
orgénicos de alta toxicidad. Sin embargo, con el objetivo de recuperar la mayor
concentracion de compuestos de interés posible, se realiz6 un ensayo previo para
evaluar con qué proporcion de solventes en la mezcla etanol-agua se extraia méas de la
muestra. Los resultados obtenidos en la determinacion de fenoles y flavonoides totales
con cada uno de los solventes empleados (0-100, 20-80, 40-60, 60-40, 80-20, y 100-0

etanol-agua (v:v)) se muestran en la figura 4.1.
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Figura 4.1. Concentracion de fenoles (A) y flavonoides (B) totales obtenidas con diferentes proporciones
de etanol.
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Se observa que la mayor concentracion de compuestos fenolicos totales se
obtuvo empleando un 40% de etanol. Sin embargo, las diferencias con las
concentraciones obtenidas con un 60% o un 80% de etanol son minimas. Por otro lado,
si que se observan diferencias significativas en la extraccion de flavonoides totales entre
los extractos al 40 0 60% de etanol con el obtenido al 80%, siendo este el mas efectivo
para la extraccion de compuestos de interés de la piel de rambutén. Por este motivo, se
utilizo6 etanol al 80% para todas las extracciones posteriores.

4.2. Cuantificacion de compuestos fenolicos totales

En la figura 4.2 se muestran los resultados obtenidos en la determinacion de
compuestos fendlicos totales para los extractos de rambutan fresco, deshidratado y
liofilizado de las tres partes del fruto: piel, pulpa y hueso.

Se observa que la piel de rambutéan es un subproducto con alto contenido en estos
compuestos, muy por encima del resto de tejidos analizados, ademéas de que la
liofilizacion es el tratamiento que mejor preserva la cantidad de dichos compuestos en
comparacion con la deshidratacion, incluso permite una mejor extraccion de fenoles, lo
que concuerda con los resultados obtenidos por Chan et al. (2009). Este fendmeno se
debe a que los cristales formados durante la congelacion del agua del alimento
favorecen la ruptura de las células y por consiguiente facilita la salida de los compuestos
retenidos hacia el solvente, lo que permite conseguir mayores eficacias en extracciones

a partir de materias liofilizadas que a partir de materias frescas (Asami et al., 2009).

20000,000

15000,000 FRESCA

DESHIDRATADA

—_—

10000,000 LIOFILIZADA

5000,000

mg acido gélicof/100 gramos p.s

0,000

| PIEL || PULPA || HUESO |

Figura 4.2. Compuestos fenolicos totales en las distintas fracciones del fruto de rambutan (piel, pulpay
hueso) procedentes de muestras frescas, deshidratadas y liofilizadas

Asi pues, la piel de rambutéan es la zona fisioldgica del fruto con mayor cantidad
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de compuestos fenolicos, frente al hueso que es la de menor contenido.

Dentro de la piel, la liofilizada es la que contiene mayor cantidad de estos
compuestos (21976,446 mg de éacido galico/100 g de p.s), seguida de la fresca
(13721,441 mg de &cido galico/100 g de p.s) y de la deshidratada (7967,651 mg de
acido galico/100 g de p.s).

Dichos resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores. Palanisamy et
al., 2008 determin6 762 + 10 mg GAE/ g extracto (GAE: del inglés, equivalentes de
acido galico) en piel de rambutan desecada, y Chunglok et al., (2014) hallaron valores
de 104,6 mg GAE/ g peso seco.

El elevado contenido de compuestos fenolicos del rambutan podria compararse
con otros frutos caracteristicos por sus tonalidades rojizas y violetas, y ricos en estos
compuestos antioxidantes. Asi, en la tabla 4.1 donde se muestra el contenido de fenoles
totales en algunos de estos frutos expresados en mg/100 gramos de peso fresco, se
observa que la piel de rambutan podria considerarse un subproducto rico en compuestos

antioxidantes.

Tabla 4.1 Fenoles totales en distintas frutas

Producto (Mg/100 I;e dne0|I:JeeSso fresco) Referencia
Frambuesa 114,0 (Aaby et al., 2012)
Cereza 105,0
Ciruela roja 143,5
Granada 146,9 (Fuetal., 2011)
Aréandano 171,0
Uva 200,1
Mora 417,0

4.3. Cuantificacién de flavonoides totales

La concentracion de flavonoides de la piel, pulpa y hueso de rambutan aparece
reflejada en la figura 4.3., donde se observa que la mayor concentracion de flavonoides
se encuentra en la piel fresca (2771,671 mg de catequina/100g p.s), seguida de la piel
liofilizada (1911,974 mg catequina/100g p.s) y en ultimo lugar la piel deshidratada
(1018,405 mg catequina/100g p.s).
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Figura 4.3. Flavonoides totales (mg catequina/100 g p.s) en las distintas fracciones del fruto de rambutan

(piel, pulpa y hueso) procedentes de muestras frescas, deshidratadas y liofilizadas

Los resultados obtenidos por otros autores como Thitilertdecha et al., 2008 de
contenido de flavonoides en piel de rambutan desecada son de 542,2 mg catequina/g de

extracto seco, valores superiores a los obtenidos en el presente estudio.

Esta discrepancia tiene un enfoque multivariable, ya que son muchos los
factores de los que depende concentracion de estos compuestos: intrinsecos o propios
del fruto (variedad o grado de madurez en el momento del ensayo), factores
ambientales, zona geogréafica del cultivo, climatologia, procedimiento de extraccién
(pretratamiento de la muestra, tipo de solvente, tecnologia de extraccion, temperatura,

tiempo, numero de extracciones, etc.).

4.4. Capacidad antioxidante de los extractos

Los compuestos fendlicos estan relacionados con la actividad antioxidante porque
actlan como secuestrantes de radicales libres y quelantes de iones metalicos (Du et al.,
2009; Jacob et al., 2008). Ademas tienen la capacidad de neutralizar especies reactivas
al oxigeno a altas concentraciones (Moongkarndi et al., 2004; Russo et al., 2005). Para
la determinacién de la capacidad antioxidante de los extractos, se utilizaron dos
métodos: el del radical libre DPPH y el FRAP, cuyos resultados se detallan en las tablas
42y43.
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Tabla 4.2 Capacidad antioxidante determinada por el método DPPH (mg Trolox/100 g p.s) en las
distintas fracciones del fruto de rambutan (piel, pulpa y hueso) procedentes de muestras frescas,
deshidratadas y liofilizadas

Piel Pulpa Hueso
FRESCA 12454,0 + 1596 926,553 + 98,0 419,4 + 68,0
DESHIDRATADA 5875,4 + 700,1 4249+ 25,1 380,7 + 1094
LIOFILIZADA 27229,0 £ 4994 2901,7 £1124 463,9 + 313,8

Tabla 4.3 Capacidad antioxidante determinada por el método FRAP (mg Trolox/100 g p.s) en las
distintas fracciones del fruto de rambutan (piel, pulpa y hueso) procedentes de muestras frescas,

deshidratadas y liofilizadas.

Piel Pulpa Hueso
FRESCA 876,8 +177,0 802,279 344,0 + 53,6
DESHIDRATADA 200,0 £ 40,0 204,0 £ 10,5 350,85
LIOFILIZADA 2147,0 £136,0 296,2 + 46 326,9+5,3

Los resultados demuestran que la piel de rambutan, contiene la mayor capacidad
antioxidante, obteniéndose el mayor valor del extracto liofilizado (27229,035 + 499,375
mg de Trolox/100 g p.s) cuantificado por el método DPPH .Ocurre lo mismo con el
método FRAP (2147,006 + 136,001 mg Trolox/100g p.s), siendo ambos resultados

significativamente superiores al resto.

Esta propiedad aumenta cuanto mayor es la cantidad de compuestos fendlicos
presentes en la muestra, lo que concuerda con los resultados obtenidos en la

cuantificacion de estos componentes.

4.5. Identificacion de los compuestos fenélicos mayoritarios

Tras la separacion cromatografica de los extractos se consiguieron identificar
mediante HPLC algunos de los compuestos fendlicos individuales, en base a la

informacidn espectral de los patrones disponibles.
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Desafortunadamente, no en todos los casos se pudo cuantificar la presencia de
dichos compuestos. Ademéas, no todos los picos cromatograficos pudieron ser
identificados, y en caso afirmativo seria necesaria una técnica mas robusta de

confirmacion como la espectrometria de masas acoplada a HPLC.

La tabla 4.4 muestra el perfil fenolico de los extractos de rambutan. Se observa
que en el hueso los compuestos identificados fueron la quercetina y el acido galico,
siendo el extracto fresco el de mayor contenido de dichos componentes. En los extractos
obtenidos de la piel, el acido galico y el acido elagico son los Unicos compuestos
identificados. Ademas en el extracto liofilizado se encuentran en mayor concentracion
que el mismo tejido deshidratado y fresco. Por ultimo, en la pulpa no se detecté ninguno
de los compuestos analizados.

Tabla 4.4 Compuestos fenodlicos identificados en los extractos en las distintas fracciones del fruto de
rambutan (piel, pulpa y hueso) procedentes de muestras frescas, deshidratadas y liofilizadas

EXTRACTO COMPUESTO CONCENIRACION

(mg/g)
Acido elagico n.d
Acido cumirico n.d

Quercetina 0,1806 + 0,07

HUESO FRESCO Acido galico 0,137 £0,03
Vainillina n.d
Acido ferilico n.d
Catequina n.d
Acido elagico n.d
Acido cumdrico n.d

Quercetina 0,1971
HUESO DESHIDRATADO Acido galico 0,07 £ 0,01

Vainillina n.d
Acido fertlico n.d
Catequina n.d
Acido elagico n.d
Acido cumarico n.d

HUESO LIOFILIZADO 'Qucrccrina 0,116+ 0,007

Acido gilico 0,104 + 0,06
Vainillina n.d
Acido fertlico n.d
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Tabla 4.4 (cont.) Compuestos fendlicos identificados en los extractos en las distintas fracciones del fruto
de rambutan (piel, pulpa y hueso) procedentes de muestras frescas, deshidratadas y liofilizadas

Acido elagico 3,56 1£0,55
Acido cumarico n.d
Quercetina n.D
PIEL FRESCA -
Acido gilico 0,163 £0,08
Vainmillina n.D
Acido ferulico n.d
Acido elagico 1,773 40,55
Acido cumarico n.d
Quercetina n.d
PIEL DESHIDRATADA -
Acido galico 0,117+ 0,002
Vainillina n.d
Acido feralico n.d
Acido elagico 4,194+0,204
Acido cumérico n.d
Quercetina n.d
PIEL LIOFILIZADA -
Acido galico 0,205+0,014
Vainillina n.d
Acido fertlico n.d

n.d.: no detectado

La tabla 4.4. muestra que fueron pocos los compuestos fendlicos identificados y
que su suma estd muy lejos del contenido fenolico total determinado en el epigrafe 4.2.
Este hecho sugiere que en el rambutan, ademas del acido elagico, los compuestos
fenolicos mayoritarios son otros tales como la coligarina o la geranina llegando a
representar el 70 % del contenido total (Thitilertdecha et al., 2010).

4.6. Determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos de rambutan

En la tabla 4.5 se muestran los resultados de los ensayos antimicrobianos

obtenidos por la técnica de difusion en agar.

Del mismo modo que en los resultados obtenidos por Thitilertdecha et al.
(2008), se observa que los extractos de piel de rambutan demostraron tener capacidad
antimicrobiana frente a S. aureus, y en nuestro caso también frente B. cereus en

concentraciones de 0,5 y 1 g/mL en las muestras frescas y deshidratadas. Por otro lado,
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los extractos liofilizados ademas de inhibir significativamente el crecimiento de ambos

microrganismos a una concentracion menor (0,25 g/mL), también presentaron halos de

inhibicién mas amplios.

Tabla 4.5. Halos de inhibicién en los extractos de piel de rambutan procedentes de muestras frescas,

deshidratadas y liofilizadas

Halo de inhibicién frente a bacterias (mm)

Concentracion
Extracto del extracto | sypnilococus | Salmonella | Escherichia Listeria Bacillus Clostridium
(g/mL) aureus yphimurium coli monocytogenes cereus perfiingens
025 - ) ©) © - )
<
2 0.5 10,5+2,04 ) ) ) 5,7+0,7 )
=<
~
= | 13,3£1.8 ) ) ) 7,742,1 O]
é 0.25 - ) ) © - Q)
% 0.5 12,3= 2,1 ) ) ) 6,5:0,51 ©)
z . 16,6+ 1,7 @ ) @ 5,010,04 ©
2
é 0.25 13,7425 ¢ ¢ ¢ 7,88+1,98 ¢
= 0.5 17,5+ 23 ) ) ) 6,23+1.50 O]
=
5 1 17,74+1 @) “) © 8,45+1,56 ©)

Por el contrario, a pesar del creciente interés para el control de podredumbres

producidas por ciertos mohos alterantes de alimentos de origen vegetales, y el

mantenimiento de la calidad postcosecha de los productos, ninguno de los extractos

presentd actividad antifungica significativa frente a los mohos fitopatégenos ensayados.
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5. CONCLUSIONES

e La combinacién de solvente que permite extraer la mayor cantidad de fenoles y
flavonoides totales del fruto de rambutan es 80:20 etanol-agua (v:v) debido al

gradiente de polaridad que se consigue mezclando estos dos solventes.

¢ Independientemente del tratamiento previo de la muestra (fresca (ninguno),
deshidratacion o liofilizacion), la piel de rambutan es el tejido que presenta el

mayor contenido en compuestos fenolicos y flavonoides totales.

e Posiblemente, la elevada capacidad antioxidante hallada en la piel de rambutéan
viene determinada por el alto contenido en compuestos fendlicos postulando
este residuo vegetal como un subproducto del que obtener compuestos de
interés que pueden suponer un beneficio a nivel econdémico, nutricional o

tecnologico.

e El &cido eldgico y el &cido gélico han sido los dos Unicos compuestos fenolicos,
de los analizados (acido galico, acido eléagico, vainillina, acido ferulico,
cumarico y clorogénico, catequina, quercetina, galocatequina y epicatequina),
identificados en la piel del rambutan suponiendo su suma un pequefio
porcentaje del contenido fendlico total. Este hecho puede deberse a que en este

producto los fenoles mayoritarios son la coligarina y la geranina.

e Mientras que el proceso de deshidratacion reduce el contenido de compuestos
fenolicos totales presentes en cada uno de los tejidos de rambutan analizados, la
liofilizacion ha demostrado preservarlos mejor, e incluso extraer méas cantidad
de dichos compuestos que los obtenidos a partir de las materias vegetales
frescas, por lo que se elige como la mejor estrategia para conservar las

propiedades funcionales del rambutan.
e Probablemente, el elevado contenido en compuestos fenolicos de los extractos
de piel de rambutan liofilizada es el responsable de su actividad antimicrobiana

in vitro frente a S. aureus y B. cereus.
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CONCLUSIONS

e The solvent’s proportion that allows to extract the highest quantity of total phe-
nols and flavonoids from rambutan fruit is 80% ethanol:20%water (v:v) due to

the gradient of polarity that is obtained mixing these two solvents.

e Independently of the previous treatment (fresh (none), dehydration or liophilisa-
tion), the rambutan peel presents the highest content in total phenolic and flavo-

noids compounds.

e Probably, the high antioxidant capacity detected in rambutan peel is derived
from its high content in phenolic compounds, placing this vegetable residue as
an interesting by-product to obtain interesting compounds with economic, nutri-

tional or technological benefits.

e Elagic and galic acid have been the only phenolic compounds detected in the
rambutal peel among those analyzed (galic, elagic, ferulic, cumaric and
clorogenic acids, vanillin, catequin, quercetin, galocatequin and epicatequin) and
represent a small percentage of the total phenolic content. This could be due to
the fact that in this product the major phenols are corilagin and geraniin.

e Whereas the drying process reduces the total phenolic content present in each
one of the rambutan parts analyzed, freeze-drying has demonstrated to preserve
them better, and to extract more quantity of the above mentioned bioactive
compounds than the one obtained from the fresh samples. Thus, lyophilisation

raised as the best strategy to preserve the rambutan functional properties.
e Probably, the high content of phenolic compounds found in freeze-dried

rambutan peel extracts is the responsible of their in vitro antimicrobial activity

against S. aureus and B. cereus.
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6. APORTACIONES EN MATERIA DE APRENDIZAJE

Las aportaciones de aprendizaje de esta asignatura han sido:

e Comprension y funcionamiento de equipos de laboratorio, cuyo funda-
mento ya conocia, pero el tener que utilizarlos de forma independiente hizo
que tuviese que comprender mas profundamente su funcionamiento , medi-
das de precaucion y manejo.

e Preparacion y administracion de muestras de manera minuciosa para que
interviniesen las minimas variables posibles y por lo tanto las muestras fue-
sen similares entre ellas. Ademas también fue necesario una codificacion de
las muestras para identificarlas y distinguirlas, puesto que el nimero de
muestras era elevado.

e Métodos analiticos y sus fundamentos, lo que me permitié comprender
los resultados obtenidos y poder deducir posibles errores durante el estudio
experimental y tratamiento de resultados.

e Organizacion, planificacion y autonomia de trabajo, administrando lo
mas eficientemente posible el tiempo de trabajo y recursos.

e Gestion y sintesis de informacion.

e Utilizacién de bases de datos para busqueda de articulos utilizados en la

revision bibliografica y saber como y donde buscar informacion.
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