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1. RESUMEN

La vitamina C es un nutriente esencial hidrosolujie se encuentra principalmente en
frutas y verduras. El déficit de esta vitamina ¢i@omo resultado la aparicion de una

enfermedad conocida como escorbuto.

La vitamina C es una mezcla de acido ascorbico greducto de oxidacion, el acido
dehidroascorbico. La proporcion final de los &ciddsterminara la capacidad
antioxidante de la vitamina C, ya que la capaclatbxidante de cada uno de ellos es
muy diferenteActualmente, la capacidad antioxidante de un primdgae se considera

un parametro de calidad en la eleccion de un ationen

El &cido ascorbico tiene mayor capacidad antioxaague el acido dehidroascorbico,
por lo que seria interesante poder determinar arobiwgpuestos individualmente y la

evolucion de la composicién para conocer asi lme@n de la capacidad antioxidante.

Debido a la importancia nutricional de la vitami@a se estdn buscando métodos
sencillos y rapidos para evaluar de forma individeladcido ascérbico y el acido

dehidroascorbico.

En este trabajo se busca determinar de forma prégisoncentracion de vitamina C
como suma de acido ascorbico y acido dehidroasmorpiver la evolucion de los
mismos en las condiciones de estudio. Para ellessediara la influencia de los
distintos tipos de envases y diferentes condiciateesonservacion con respecto a la
capacidad antioxidante de los zumos. Se comprafmaré le afecta el tipo de envase
desde el punto de vista del material, la incidedeida luz, el tiempo transcurrido desde
el envasado, la forma final de llenado y si losaseg activos, de gran interés en la

actualidad, pueden ayudar a su conservacion.

Para la determinacién de estos compuestos exisiehas técnicas, pero la mayoria de
ellas consiguen la determinacién por diferenciaeeel contenido de vitamina C total y
el contenido de acido ascorbico. La determinac®tadcomposicion de la vitamina C
se ha llevado a cabo por medio del UPLC con de&ircsimultanea de MS/MS en
tandem con UV. En el proyecto se han realizadaehtes ensayos y determinaciones.
Se presentan los resultados del trabajo y las gsiotles que se han obtenido después

de la finalizacion del proyecto.




ABSTRACT

Vitamin C is a water-soluble essential nutrientt tiea mainly found in fruits and
vegetables. A deficiency of this vitamin can catleillness scurvy.

Vitamin C is a mixture of ascorbic acid and itsdation product, dehydroascorbic acid.
The final rate between the two compounds will deiee the antioxidant capacity of
Vitamin C, since they have very different antioxitlactivity. Nowdays, the antioxidant

capacity of a product is considered a quality patamin the food choice.

Ascorbic acid has a higher antioxidant capacitytbehydroascorbic acid, therefore it
would be interesting to be able to determine batmmounds individuslly and its
evolution overtime in order to evaluate changeh@antioxidant capacity.

Due to the nutritional value of vitamin C, the deysnent of quick and simple
methodologies for determining individually ascorhd and dehydroascorbic acid are

being investigated.

This work is focused on the determination of vitar@li as the addition of ascorbic and
dehydroascorbic acid and evaluate its evolutiorrtoxie in the study conditions. For
this purpose, the influence of packaging and swregnditions on the antioxidant
capacity of juices will be evaluated. It will beedked how different parameters can
help to improve the juice state of conservatiaichsas the kind of packaging, the effect

of light, storage time, the filling way or the usfeactive packaging.

There are several techniques for the determinatidihese compounds but most of them
evaluates the difference between total vitamin @teat and ascorbic acid content.
Vitamin C determination has been carried out by ORloupled to MS/MS and UV.

Different test and determinations have been perdrnResults and conclusions of the

work carried out are presented.




2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El objetivo principal del proyecto es evaluar coaiectan las condiciones del envase y
la conservacion a la capacidad antioxidante detdemina C. Para ello se estudiara la
vitamina C en diferentes muestras, con diferenteases y en distintas condiciones. Se
trabajara con muestras de zumo de naranja naturaings comerciales. Teniendo en
cuenta como varia la capacidad antioxidante, ecidarde la composicion final, por la
proporcion de la mezcla de acido ascorbico (AA)uypsoducto de oxidacion acido

dehidroascorbico (DHAA), se hara la determinacrahvidual de los acidos.

Para evaluar la degradacion de la vitamina C enidundel envase que contiene la
muestra, se estudiaran envases comerciales, erd@sestal, envases de plastico y un
nuevo envase activo desarrollado con el fin de atemeu conservacion. Se estudiaran
también la influencia de parametros como la inaderde la luz y el volumen de

llenado, mas concretamente si después del llenagddagespacio de cabeza en el

envase.

También se estudiaran distintos zumos comerciaedigdintas marcas, con diferentes
envases y distintos tratamientos de conservaciarg per de qué forma afectan las
diferentes condiciones a la vitamina C y a su ddpdcantioxidante.




3. ABREVIATURAS

Abreviatura Nombre
AA Acido ascorbico
DHAA Acido dehidroascorbico
DKA Acido 2,3- dicetogulénico
DNPH 2,4-Dinitrofenilhidrazina
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
AOAC Association of Official Analytical Chemist
HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién
UPLC Cromatografia liquida de ultra-alta resolucion
ED Detector electroquimico
DF Detectores de fluorescencia
MS Espectrometria de masas
SIR Single lon Recording
MRM Multiple Reaction Monitoring
DTT 1,4-Dithiothreitol
PET Polietilen Tereftalato

Tabla 1: Abreviaturas utilizadas en el trabajo




4. INTRODUCCION

4.1.LAVITAMINA C

La vitamina C es un nutriente esencial, el cuatiglee ingerir a través de la dieta,
puesto que el ser humano no es capaz de sintatiZesta vitamina hidrosoluble se
encuentra principalmente en frutas y verduras \e@asfectos beneficiosos para la
salud. Se le asocian funciones como la sintesisaléjeno, aumento de la absorcién
del hierro vegetal a nivel gastrointestinal, mejded sistema inmune, prevencion de
enfermedades coronarias y reduccion de los nivdkescolesterol, asi como la
prevencion del cancer. Ademas de esto, la accidioxaente es la funcion por
excelencia de la vitamina C y la propiedad que &yaria de la poblacion asocia con
esta vitamina (Gomez et al., 2016; Mazurek & JamP@A5; Herbig & Renard, 2017;
Deutsch, 2000; Hernandez et al., 2006; Novakovaalet 2008; Klimczak &
Gliszczynska-Swigto, 2015; Zou et al., 2016; Garred al., 2005; Attia, 2016; Gioia et
al., 2008; Gutiérrez et al., 2007; Fenoll et 201 D).

Los alimentos con mayor contenido en vitamina Claoguayaba, el chile y el perejil
con unas cantidades de 273mg, 225mg y 190mg p@ t@d gramos de alimento
respectivamente. A pesar de sus altos contenidegamnina C, tanto el chile como el
perejil no son la fuente principal de esta vitamiga que su consumo no es muy
elevado. Algunas de las principales fuentes dewttmina en Espafia son alimentos
como el pimiento, las fresas y las naranjas, cas @ontenidos de vitamina C de 88mg,
60mg y 50mg por cada 100 g de alimento respectinten®EDCA, 2017). Pese a los
altos contenidos de vitamina C del pimiento, sé & tratado térmicamente durante el
proceso de elaboracion en el cocinado, debiddexr@olabilidad de la vitamina, esta se
degrada y deja de ser un buen aporte de vitamgralg dieta.

El déficit de vitamina C en la alimentacion da lugala aparicién de escorbuto. El
escorbuto es una enfermedad causada por una ingesfigiente de esta vitamina, que
raramente ocurre en adultos, pero puede darsebés,ligersonas alcoholicas o ancianos
(Attia, 2016; Gioia et al., 2008). Esta enfermedaddetectd por primera vez en los
siglos XV y XVI, cuando los marinos realizaban t@gviajes y no tenian acceso a
alimentos frescos. En 1747 James Lind demostrécqueel consumo de citricos se
reducia la incidencia de esta enfermedad. Durdusigle XIX, comenzo a desarrollarse
esta enfermedad en nifios que consumian leche @gmlaa lugar de leche materna o

leche de vaca fresca. La leche contenia todosutigentes necesarios, pero debido al
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tratamiento térmico aplicado a las latas, la vitearC se degradaba y no era ingerida de
forma activa por los nifios (Latham, 2002; Natioh@dtitutes of Health, 2016). El
tratamiento y control de esta enfermedad consistea@ministrar las cantidades

necesarias de la vitamina para evitar el déficibigcet al., 2008).

Como se ha mencionado anteriormente, la vitamineo&ribuye a la formacion y
mantenimiento del material intracelular, principahte del colageno. Las personas con
déficit de la vitamina presentan hemorragias, ya @s células endoteliales de los
capilares son fragiles. Algo similar ocurre cordémtina y el tejido 6seo ya que no se
forman bien (Latham, 2002).

La vitamina C se define como la suma de dos conpsiegue son el acido ascorbico
(AA) y éacido dehidroascoérbico (DHAA). Ambos tienasstructuras y propiedades
fisicas similares, pero no la misma capacidad sid#mte. Estos compuestos son
activos biolégicamente ya que son antiescorbutiessdecir, consumir cualquiera de
ellos evita la aparicion de escorbuto (Boonpangtakl.,, 2016; GOmez, Roux et al.,
2016; Deutsch, 1998; Deutsch, 2000; Lykkesfeldg®QJsaga et al., 2017). Debido a
esta propiedad antiescorbdltica, estd incrementaada vez mas el interés de su

determinacion.
4.2.EL ACIDO ASCORBICO Y EL ACIDO DEHIDROASCORBICO

El acido ascérbico es el compuesto con mayor aetiviantiescorbutica. Son unos
cristales blancos, hidrosolubles, con sabor acigoopiedades fuertemente reductoras,

sensibles a la luz y a ciertos metales pesados.

El acido dehidroascorbico también tiene actividatieacorbutica pero en menor grado
gue el acido ascérbico. Al igual que el AA, se prea como unos cristales blancos

solubles en agua.

AA

HO-CH2 HO-CH2 DHAA
|
- 2H HC~-OH
HC~- OH 0
AN e N4 N P
HC c {Ascorbate Free Rad |}Hc c
/ Ascorbate Free Radical \ /
_ — —
L0, AN
OH OH 0 o

Figura 1: Dehydroascorbic acid. Deutsch

El &cido ascorbico y el acido dehidroascoérbico eerscuentran de forma estética, sino

gue estan en constante cambio debido a las condgtel medio. El &cido ascorbico se
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oxida a acido dehidroascorbico y este a su vez epuexidarse a acido 2,3-
dicetogulonico (DKA). El 4cido dehidroascorbico td@ém es capaz de reducirse a &cido
ascorbico, de forma que se establece un equilérice ambos. Tanto el AA como el
DHAA tienen propiedades antioxidantes y antiesciichg, mientras que DKA no tiene
propiedades antiescorbuticas (Gomez et al., 20J8jtdoh, 1998; Deutsch, 2000;
Hernandez et al, 2006; Odriozola et al., 2007; Fent@l., 2011).

Hasta la actualidad, se ha afirmado que la oxidad@®DHAA a DKA es irreversiblim
Vivo, pero ciertas investigaciones sugieren que laglest se realizaron hace mas de 50
afios y los métodos analiticos para la determinacidneran los suficientemente
sofisticados como en la actualidad. Existen datos sugieren que la hidrélisis de

DHAA puede ser parcialmente reversible (Deutscb020

2H42¢
HO N HO

HC ’/ .\-./()7':'.0 / HO-_ / "--~(0\F_-::“

HO

S HO_
HO-_ ™ =0

"//Q\\" ~ ()//—\\()

T

—~«H,0

/—\
HO OH

L-ascorbic acid L-dehydroascorbic acid

2 3-diketogulonic acid
AA

DHAA
Figura 2: Determination of vitamin C in tropical fruits: A comparative evaluation of methods.
Herndndez et al., 2006
Tanto el AA como el DHAA son compuestos muy inelstsben solucion acuosa.
Ademas, esta inestabilidad se potencia con distifactores como la luz, la

temperatura, el pH, etc.

El acido ascorbico y acido dehidroascorbico son pmeatos muy susceptibles a la
degradacion por la luz y esto se comprobo6 en widesen el que se comparo el efecto
de la luz solar y de la luz UV. El ensayo demosiié ambas luces degradaban estos
compuestos, mientras que si las muestras se pantegila accién de la luz, apenas se

reducia la concentracion de vitamina C (Novakowa.e2008).

En cuanto a la temperatura, se describe como tor felave para la estabilidad del AA
y DHAA. En diversos estudios se ha demostrado @secbncentraciones de estos
compuestos se mantienen mas altas cuando la teomaede almacenamiento es mas
baja, mientras que las altas temperaturas degra@j@damente estos compuestos
(Novakova et al., 2008).

También se ha comprobado que la estabilidad esrreejeoluciones con pH bajos, ya

gue la formacién de ascorbato (principal produ@alégradacion) no se ve favorecido.




La estabilidad se suele conseguir usando acidofoséaico como agente extractor y a
veces combinado con EDTA. El EDTA también se usaac@gente quelante, para
mejorar la estabilidad de los compuestos frenten@s metélicos (Novakova et al.,
2008).

La concentracion de AA y DHAA es un factor que ugi en la estabilidad de los
compuestos ya que se ha demostrado que cuanto e&yarconcentracion de ambos,

mejor estabilidad tienen los mismos (Novakova e28i08).
4.3. ANALISIS DE LA VITAMINA C

El interés por la determinacion de acido ascoriéeido dehidroascérbico de manera
simultdnea esta incrementando cada vez mas. Estulepwuleberse a que la
determinacion de ambos no solo nos da como resuliacbncentracion de vitamina C
total en el alimento, sino que permite obtenerdpacidad antioxidante del mismo,
conociendo las distintas concentraciones de AA @jpacidad antioxidante) y DHAA

(baja capacidad antioxidante) (Hernandez et ab62Novakova et al., 2008).

La determinacion de ambos compuestos es un parrdetrcalidad, ya que en el
alimento no varia la concentracion de vitamina @ltandependientemente de la
concentracion de AA y DHAA que tenga, mientras sueapacidad antioxidante si que
varia en funcion de las concentraciones que tengalmoAA y DHAA. Un alimento
con una determinada concentracion de vitamina @yomconcentracién de AA gque de
DHAA tendra mayor capacidad antioxidante que ottionento, con la misma
concentracion de vitamina C total pero con menarcentracion de AA y mayor
concentracion de DHAA (Hernandez et al., 2006; Nova et al., 2008).

La vitamina C también tiene aplicaciones tecnoldgien la industria agroalimentaria
como antioxidante. La industria dispone de antiamids tanto naturales como
sintéticos para su aplicacion en los alimentosodfsintioxidantes se consideran
aditivos, ya que no se afiaden con el objetivo g¢esento vitaminico, sino con una
funcion protectora o antioxidante para el alimeAigunos de estos aditivos son: acido
ascorbico (E-300), ascorbato de sodio, calcio agot (E-301, E-302 y E-303),
palmitato de ascorbilo (E-304)... Estos aditivos podg encontrarlos actuando como
antioxidantes en productos de panaderia, bollgaiteleria, galletas, bebidas, refrescos,
salsas... Su forma de actuar consiste en oxidarsgsgio, evitando que el producto se

oxide y manteniendo las cualidades del alimentacias.
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Por tanto, hay razones nutricionales y tecnologieaia el estudio del acido ascérbico y
dehidroascorbico en los alimentos. La determinad&ita vitamina C se puede realizar
por medio de titulaciones, fotometria, polarimetr@nperometria y cromatografia
(Gomez et al., 2016).

El método oficial para la determinaciéon de la viit@anC en zumos esta descrito por la
AOAC y se determina a través de una titulacione Esetodo es rapido, preciso y
economico. El proceso consiste en oxidar el AA aABHy junto a DNPH, forma un
compuesto de color marrén, el cual se puede medimedio de espectrofotometria a
una longitud de onda de 540nm. La absorbancia dedastra sera directamente
proporcional a la concentracion de AA y DHAA en mauestra. El principal
inconveniente de la determinacion espectrofotoogtiés que suelen presentarse
multiples interferencias causadas por distintosmestos del alimento. Ademas, con
este método es imposible determinar la concentrad&® AA y DHAA por separado
(Gomez et al., 2016).

La espectrofotometria es una opcion muy interespata la cuantificacion rapida y
econdémica de AA y DHAA. La determinacién de ambebkealser por separado, ya que
absorben a distintas longitudes de onda: AA absarl265nm mientras que DHAA
absorbe a 185-220nm. Lo mas habitual es deternenaoncentracion de AA en la
solucion y, a continuacion, reducir el DHAA a AArpanedir de nuevo el AA total y

calcular por diferencia la concentracion de DHAARz et al., 2016).

Otros métodos como la electroforesis no son hdbguga que requieren invertir un
tiempo y los resultados no son precisos, puestopyeele haber sobreestimaciones
debido a la presencia de especies oxidables distmtAA 0 no son capaces de medir
DHAA (Gokmen et al, 2000).

Los métodos cromatograficos son los Unicos que pesamiten conocer las
concentraciones de AA y DHAA por separado. Poderitesenciar principalmente

HPLC y UPLC para este tipo de determinaciones.

Los métodos HPLC son altamente selectivos y gemerdk mas sensibles que los
métodos espectrofotométricos o titulaciones, pas @azones suelen ser los métodos
preferidos. El detector de radiacion ultravioldt®&/] o el detector electroquimico (ED)
son los mas utilizados. Por el contrario, los detes de fluorescencia (DF) y

espectrometria de masas (MS) no son tan empleada®gptas determinaciones aunque
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sean mas sensibles y selectivos. La razén pordangison muy utilizados podria ser el
alto gasto que implican estos métodos que hacepaeanalisis rutinario se prefiera

otros mas convencionales (Gokmen et al., 2000aKmxa et al., 2008).

La medicion directa por HPLC de DHAA y AA siguersi® aln un problema complejo
ya que ambos compuestos presentan propiedadesifergntes en cuanto a absorcion
en el campo ultravioleta, fluorescencia y deteccirctroquimica. Para poder
determinarlos por separado es necesario transfagxda DHAA o viceversa con el fin
de poder determinar las concentraciones de ambuopumstos (Gokmen et al., 2000
Novakova et al., 2008).

UPLC se esta convirtiendo en una técnica ampliagnetilizada ya que se sustenta en
los principios cromatograficos pero presenta vestéente al HPLC. El motivo se debe
al uso de columnas mas cortas y empaquetadas cdituf@s mas pequefias
consiguiendo unos tiempos de analisis mas cortogejprando la eficiencia del pico
(anchura) y una mejor resolucion. Este método gerari menor volumen de inyeccion
y con menor consumo de disolventes que en el HRIELC también permite la
deteccién de compuestos en muy bajas concentracideleido a que se mejora la
relacion de sefal/ruido. Un inconveniente de estanita es que necesita
instrumentacion especifica para UPLC (Gomez eR@l6; Klimczak & Gliszczynska-
Swigto, 2015).

Son muchos los detectores que se pueden usar garaoUPLC como para HPLC
como, por ejemplo, detector ultravioleta, detecfmor fluorescencia, deteccidn
electroquimica (amperomeétrica o culombiométricajeyeccion de espectrometria de
masas (Novakova et al., 2008).

El detector ultravioleta es el mas utilizado paraéteccion de AA. Esto se debe a que
AA tiene su maximo de absorcion en el rango 2443865La longitud de onda mas
aplicada es 254nm, seguido de 245nm y 265nm. Btipal problema que presenta este
detector es la imposibilidad de determinar sim@é&émnente AA y DHAA, ya que
absorben a diferentes longitudes de onda. Por,tpritoero se suele determinar el AA
y, a continuacion, se reduce el DHAA a AA, de forque por diferencia podremos
calcular la concentracion de DHAA. El método delifarencia es mucho mas efectivo
gue la medida de DHAA a bajas longitudes de ondajue el detector no suele tener
suficiente selectividad a esas longitudes de oNdadkova et al., 2008).
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La deteccion por fluorescencia para la determimadé AA y DHAA es compleja, ya
gue ninguno de los compuestos son identificablesc@dimente para este detector y
deben ser derivatizados. El proceso de derivatima@s complejo y lento, y
probablemente estas son las razones por las geetigstde detector no suele ser
habitual (Novakova et al., 2008).

La deteccion electroquimica es sensible y espacificse puede usar para la
determinacién de ambos compuestos. El detectorasdiable, selectivo y sensible que
el detector UV y evita las interferencias con osastancias que no nos interesan. El
problema de estos detectores es que necesitanosemapgos de deteccidn y es
necesario conocer muy bien las condiciones y marten constantes durante el

analisis, lo que hace que el método sea complejugkbva et al., 2008).

Por dltimo, la espectrometria de masas apenas smpéeado en estudios para la
determinacion de AA y DHAA, a pesar de sus ventdmselectividad y sensibilidad.

Principalmente se usan para mezclas que tienenpiegltcomponentes, los cuales
pueden producir interferencias en las medicionesotms tipos de métodos (Novakova
et al., 2008).

La espectrometria de masas permite determinastaldicion de las moléculas de una
sustancia en funcién de su masa. El espectrometroasas mide razones masa/carga
de iones, calentando un haz de material del conpw@eanalizar hasta vaporizarlo e
ionizar los diferentes atomos. El haz de iones ywedun patrén especifico en el

detector, que permite analizar el compuesto.

Estos iones se envian a un compartimiento de acédery se pasan a través de una
lamina metélica. Se aplica un campo magnético ladm del compartimiento que atrae
a cada uno de los iones con la misma fuerza (sepdaique la carga es idéntica), y se
los desvia sobre un detector. Los iones mas ligeeodesviaran mas que los iones
pesados porque la fuerza aplicada a cada ion e jguwo los iones ligeros tienen
menos masa. El detector mide exactamente comdga$ede ha desviado cada ion, y a
partir de ese dato se calcula el "cociente masaupdmtad de carga". Con esta
informacion es posible determinar con un alto ndelcerteza cual es la composicion

guimica de la muestra original.

El detector registra la carga inducida o la cotagiroducida cuando un ion pasa cerca

0 golpea una superficie.
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El uso de los métodos nombrados hasta ahora néosoas aisladas de trabajar, sino
gue son instrumentos que se pueden combinar pteaeshmejores resultados. Hay dos
ejemplos de ellos. El primero es la determinaciéiod compuestos por medio de un
tandem MS/MS, en el que se utilizan dos espectrosmete masas para descomponer
los iones deseados en fragmentos. Esta técnicastms ionizar la muestra para

generar una mezcla de iones los cuales se selaoc&m el primer espectrometro de

masas Yy, a continuacion, se fragmentan y se detarooin el segundo espectrometro de

masas (National High Magnetic Field Laboratory, 201

Collision

— E [/ Photon
|, L, ESI - ",‘ Surface
| / MALDI /
m/z
“"’qu mt»
R
Precursor Product
ion ion

Figura 3: Descripcion del tandem MS/MS

Otro ejemplo de ello consiste en determinar lospstos por medio de un detector
ultravioleta que cubre un amplio rango de longitude onda (UV- Dyode Array), el
cual es capaz de dar informacion cualitativa adedeapoder conocer el tiempo de
retencién de los compuestos. Hay ventajas concetlaseste tipo de detectores, ya que
nos permite seleccionar mejor la longitud de onda gue se va a trabajar y, ademas,

nos permite asegurar la pureza del pico cromaticgréBernal, 2015).

A pesar de diponer de todos estos equipos y métquoa poder detectar
simultdneamente el AA y DHAA, sigue siendo una clajaptarea, ya que la diferencia
guimica entre ambos compuestos es minima. Tanssoltiferencian en 2 atomos de
hidrogeno y esto hace que sean necesarios equiposansibles y especificos. Por esta
razon, vamos a trabajar con un detector de MS/M$ue es un equipo que trabaja con
el peso molecular especifico de los compuestosnypeolas moléculas siempre en
fragmentos de tamafios determinados, haciendo gu@raeticamente imposible que
otro compuesto con el mismo peso molecular se feaggndel mismo modo.

Ademas, trabajando con el equipo de masas del gperetmos, podemos usar dos
métodos de trabajo, Single lon Recording (SIR) yltidie Reaction Monitoring
(MRM).
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En el modo SIR, el sistema esta operando comostensa de cromatografia liquida de
masas de simple cuadrupolo y se monitorizan logsionon una relacion m/z

seleccionada. En este sistema, la celda de colisiotiene gas (Douce et al., 2005;

Pomies, 2013).

’i Q1 Modo RF Q2 Estatico —_—
% e/ % LY o -l ¥
“tae te0 —c Y &

Celda de colisién

(sin gas)
306 306
321
380 Q2 selecciona 306 m/z 380 Ql selecciona 306 m/z Q-» selecciona 158 m/z
l

250 300 350 400 150 300

‘ Q1 Estatico U Q2 Estatico

“.

Celda de Colision

Fragmentacion

250 300 350 400

Figura 4: Espectrometria de masas. Pomies, 2013.

En cambio, en el sistema MRM, se esta trabajandonuado selectivo y solo permite
gue un ion determinado llegue a la celda de colipara su fragmentacién y un
fragmento especifico sera detectado. En la celdeoligon hay un gas que suele ser
Argon. MRM se usa principalmente con fines cuatinits ya que podemos eliminar

mejor las interferencias de la matriz (Douce ¢t2405; Pomies, 2013).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos y muestras

5.1.1. Patrones y disoluciones

Los reactivos utilizados para el desarrollo delezxpento se recogen en la siguiente

tabla:

Reactivo NUmero CAS Casa comercial

Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, EE.UU.)
PROBUS, S.A.( Barcelona,
Espafia)

Alfa Aesar (Massachusetts,

EE.UU.)
Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, EE.UU.)
Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, EE.UU.)

Acido férmico 64-18-6
EDTA 60-00-4
Acido metafosforico 37267-86-0
1,4-Dithiothreitol 3483-12-3

L- acido ascorbico 50-81-7

Tabla 2 Reactivos utilizados
Se prepararon distintas disoluciones a lo largoedpkrimento: la disolucion A (0,1%
de &cido férmico) como fase movil para el UPLC; wisolucion de 10% acido
metafosforico y 0,1% EDTA (Disolucién B) para eitamiento de la muestra; y una
disolucion de 0,5% de DTT (Disolucion C) como ageneductor.

Para la elaboracion de la recta de calibrado smpdaliariamente una disolucion madre
de aproximadamente 1000 ppm de acido ascérbicaotia gh@ la cual se preparaban los
distintos puntos para la recta. Su elaboracionliarga ya que el acido ascorbico es muy

susceptible a la degradacion.
5.1.2. Muestras

Para el desarrollo de la primera parte del experiomse compraron naranjas de la
variedad Valencia/Late, que son las mas usadadgsmramos de naranja. Las naranjas
se exprimieron y el zumo se envaso en distintastife envases, todos ellos cerrados:

Envase de vidrio expuesto a la luz y sin espacicatteza
Envase de vidrio sin exposicion a la luz y sin egpde cabeza
Envase de vidrio expuesto a la luz y con espaciatieza
Envase de vidrio sin exposicion a la luz y con egpde cabeza
Envase de plastico sin exposicion a la luz y spaei® de cabeza

Envase de plastico con exposiciéon a la luz y cpa@e de cabeza

O O O O O o o

Bolsa control para el envase activo

15




o Envase activo con nanoparticulas de selenio

Figura 5: Muestras en diferentes envases.

Ademas, se estudiaron distintos zumos comercidle8% zumo de naranja) con el
objetivo de poder comparar las diferentes conceioinas de vitamina C, AA y DHAA
en zumos que han recibido diferentes tratamiegtositos; zumos con distintas fechas

de caducidad; zumos que han sido envasados con guffa; y zumos con acido

ascoérbico como ingrediente, asi como zumos de nidaoaa.

Tra'fam'iento Fechg de Tipo de Caracteristicas Identificacion

térmico caducidad envase de la muestra
Zumosol Pasteurizacién 05/09/2017 Plastico (PET) Con pulpa Com. 1
Zumosol Pasteurizacion 01/10/2017  Plastico (PET) Con pulpa Com. 2
Zumosol UHT 21/01/2018 Plastico (PET) Con pulpa Com. 3

Don Simén UHT 10/03/2018 Tetrabrik Con pulpa. Com. 4
Don Simén UHT 28/03/2018 Tetrabrik Sin pulpa Com. 5
So natural Pasteurizacion 02/07/2017 Plastico Cﬁgrﬁgigﬁgo Com. 6
Marca blanca UHT 31/03/2018 Tetrabrik Con pulpa Com. 7

Tabla 3: Muestras de zumo comercial utilizadas en el ensayo

5.2. Andlisis por LC-MS/MS y LC- UV
5.2.1. Instrumentacion

La cromatografia se llevé a cabo en un sistema ifycgtilizando una columna Acquity
UPLC BEH C18 con un tamafio de particula de 1,7asi€t00mm x 2,1 mm), ambos
de Waters. El equipo tiene instalados dos detestereserie: Dyode Array (UV) y
MRM, lo que permite la determinacién de los compmeepor dos métodos diferentes.

Las condiciones del UPLC se optimizaron para cansegna buena resolucion vy
sensibilidad cromatogréafica. Se evaluaron diferemp@ametros como por ejemplo la
composicion de la fase movil. La cromatografialedl a cabo con un flujo de columna
de 0,2 mL/min. Como fase mévil se usé al 100% disalucién de agua con 0,1% de
acido formico (disolucion A).
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Figura 5: Equipo de UPLC-MS/MS empleado durante los ensayos
5.2.2. Condiciones de analisis

Las condiciones del equipo para el andlisis segerten el siguiente cuadro:

Flujo 0,2 mL/min

Volumen de inyeccion 10 pL
Voltaje capilar 2,5 kv

Voltaje de cono 30V

Voltaje extractor 3V

Voltaje RF lente 0,2V
Temperatura de la fuente 125°C
Temperatura del gas de desolvatacién 450°C

Flujo del gas de desolvatacion 650 L/h

Flujo del gas de cono 40 L/h

Tabla 4: Parametros instrumentales.

Para la medida de MRM el tamafio de 175 m/z se featamen dos de menor tamafio
los cuales son 87 y 115 obtenidos con un patroAle El area formada por los
fragmentos de 115 m/z se utiliza para confirmararea formada por los fragmentos de

87 m/z se utiliza para cuantificar.

En cuanto al detector UV la longitud de onda engdepara la deteccion de acido

ascorbico es 245 nm.
5.2.3. Sistema de deteccion

Antes de comenzar el experimento, se hicieron auamn diferentes métodos de

deteccidn para comprobar cual era la mejor.

Inicialmente se hicieron pruebas con el patréna par los resultados con el detector

UV y el SIR y a continuacion con UV y MRM.
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Ambas combinaciones dieron muy buenos resultadwos, g detector UV da resultados
menos precisos que el detector de masas. Losaésslmenos precisos se deben a que
en la muestra hay otros componentes que puedembabso esa misma longitud de
onda y causar interferencias en la medida, miequasel detector de masas (tanto SIR

como MRM) es mucho més especifico.

El sistema SIR detecta la sefial masa/carga quérosseleccionamos, en nuestro caso
es 175 m/z que corresponde al AA. Es especificqueosolo nos indicara la presencia
de las moléculas que respondan a esa relaciorel lBontrario, el sistema MRM es aun
mas especifico que SIR puesto que primero se idaimsolécula (como en el sistema
SIR), pero luego se fragmenta obteniendo de la mismlécula dos “hijos”. En este
caso la molécula se fragmenta de 175587 m/z y de 175 mf2115 m/z y es lo que

el detector recoge. La especificidad de MRM es nsiicio mayor, ya que la
probabilidad de que una molécula de 175 m/z serieage en dos “hijos” de esos

mismos tamarfios es infima.
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Figura 6: Cromatograma de un punto de la recta mostrandow@hatograma de
MRM, y las transiciones 175 m#B7 m/z y de 175 n#2115 m/z
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5.2.4. Andlisis cuantitativo

Para valorar que método de deteccion se adaptajoa en@uestro equipo y nuestras
necesidades, hicimos una recta de calibrado caosvantos, y se obtuvieron las rectas
de calibrado recogidas en el Anexo |I.

En funcion de los resultados obtenidos con lasasede calibrado, decidimos trabajar

con MRM, ya que es el método mas preciso y repibbic
5.2.5. Linealidad de la recta de calibrado

De forma previa al analisis es necesario estudialinealidad de la respuesta del
detector para poder trabajar dentro del rango lliféara ello se inyectan distintas
concentraciones del analito y se representa laiestp. Se inyectaron disoluciones en el
rango de 5-120 ppm y se observé que para MRM ta pErdia su linealidad a partir de
80 ppm, mientras que con el detector UV, a conaemmnes de 120 ppm la recta
mantenia su linealidad. Esto se debe a la sensitille ambos detectores. MRM es un
detector muy sensible y puede saturarse a altagotraciones por lo que es necesario
trabajar a bajas concentraciones para obtener buegsoltados, mientras que el detector
ultravioleta presenta menor sensibilidad, por le @s preferible trabajar a mayores
concentraciones. Trabajar fuera del rango de @l implicaria errores en la

interpretacion de los resultados.

5.3. Analisis de la vitamina C y AA mediante UPLC-UV-MSMS
5.3.1. Recta de calibrado

Las rectas de calibrado se prepararon diariameséeeiyyectaron antes de las muestras

para evitar el efecto de la degradacion del AA.

Para hacer las rectas de calibrado se preparéGmianie una disolucion madre de
aproximadamente 1000 ppm con el patrén de acidarlziso protegido de la luz para
evitar asi su oxidacion. A partir de la soluciondnease prepararon 7 puntos de la recta
con concentraciones de 10, 20, 30, 60, 90, 1200ypptn de AA en viales de 20 ml.
Todos los viales estaban protegidos de la luz @dtar la oxidacion del AA.

En viales especiales de color &mbar de 2 mL se ponk de la disolucion By 1 mL de
cada uno de los puntos de la recta de calibragdjerdo este proceso para todos los
puntos de la recta. Afladiendo la disolucién B aacado de los puntos, conseguimos

19



gue no se oxide la recta patrén, pero también medhisca la mitad la concentracion, por
lo que las concentraciones finales inyectadassdl0, 15, 30, 45, 60 y 80 ppm.

En el Anexo | se adjuntan los cromatogramas dedirde calibracion.
5.3.2. Preparacion de las muestras

Para la preparacién de las muestras se exprimiurab de varias naranjas con un
exprimidor limitando el paso de parte de la pulpas la obtencion del zumo, este se

envaso en recipientes de distintos materiales corstal, plastico y un envase activo.

En cada uno de estos materiales se prepararon rasiesin distinta condiciones de
envasado para estudiar el efecto de la luz, delcesple cabeza en el envase y del paso

del tiempo.

Los recipientes de cristaleran tubos de 20 mL con tapén metalico. En ese sa

envasaron 2 recipientes sin espacio de cabezany ae ellos se le protegio de la luz
con papel de aluminio. Otros dos recipientes seasaron con espacio de cabeza,
llenando el recipiente de cristal con 15mL de zyn@pandolos a continuacion. Uno de

estos tubos se protegioé de la luz con papel deimiloim

Figura 7: Muestras de zumo natural en envase de cristal

En cuanto a losecipientes de plasticoeran tubos de 30 mL. En este caso se quiso
someter al zumo a las mejores y peores condicitatggas de envasado. Por ello se
envaso el zumo en un recipiente de plastico siacgsple cabeza y con proteccion de la
luz cubriéndolo con papel de aluminio. Y por otadd se envasaron 25 mL de zumo
dejando espacio de cabeza y sin proteccion ala luz

Por ultimo, se elaboraroholsas de envase activoEl envase que se utilizd esta
desarrollado por el grupo de investigacion y demadst su funcionamiento como
envase activo (Vera et al., 2016). Por un ladda®oed el envase control, que consistia

en un polimero que formaba el envase pero sindascia activa; y por otro lado se
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elaboré el envase a partir del mismo polimero peEmo el compuesto activo en el
interior, concretamente las nanoparticulas de mel€on los materiales se formaron
bolsas por termosellado para envasar el zumo. \Elsawlo de estas bolsas se hizo sin

espacio de cabeza y sin proteccién a la luz.

De cada una de las condiciones mencionadas, sargrep 6 réplicas de forma que
para cada analisis se tomaba una muestra, mardenias condiciones del resto de

viales constantes.
Una vez envasado el zumo, las muestras se guardalyafrigeracion.
5.3.3. Analisis de las muestras

Para el analisis se tomaba una muestra envasada elgsrimer dia y que por tanto no
ha sido abierta en ningln momento previo al asali&l procedimiento consiste en
analizar el AA presente en la muestra, posteriotens@ reduce todo el DHAA para que
se trasforme en AA y se vuelve a medir el AA. Lémdincia entre los resultados

obtenidos al inicio y al final sera la cantidadieAA.

La muestra envasada se pasa a un tubo conico stal grise centrifuga durante 8
minutos a 2000 rpm, con la finalidad de depositam&ximo de pulpa posible y los
solutos de gran tamafio que obstruyen la punta gépéia automatica para coger el

volumen necesario de muestra.

Una vez centrifugado el zumo, se toma 1 mL delesmdfante y se mezcla con 1 mL de

la disolucion B. La disolucion B se ha afadido pavigar que el AA se oxide a DHAA.

Tras la mezcla del zumo con la disoluciéon B, se dgeneizo la muestra y se centrifugo
6 minutos a 2000 rpm para asegurar el correcto labzy el depdsito de los posibles

sélidos que han quedado en la muestra.

A continuacion, el proceso se divide en dos pafes. un lado, se toma 1 mL del
sobrenadante y se le aflade 1 mL de disolucién Bps®geneiza y se pasa a un vial
color &mbar el cual se metera al equipo para detarma concentracion de AA

presente en el zumo.

Por otro lado, se toma 1 mL del sobrenadante queegela con 1 mL de disolucion C,
se homogeneiza y se mantiene a temperatura ambeendscuridad y agitacion durante

60 minutos. Tras el periodo de incubacion, se rneetauestra en un vial color &mbar.
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La disolucion C se afiadio para reducir el DHAA a pAoder medir en el equipo la

concentracion de AA total. La medida resultant@ &ewvitamina C total en la muestra.

Se hacen dos replicas con cada muestra, para paitir posibles errores de medida.

Se aplico este procedimiento para cada una deuastras.

Los viales color ambar se introducen al UPLC pasglimla concentracion de AA y

vitamina C total en la muestra.

TRIS 241 VitC A REPLICA 114:06:1923 May 2017
CRIS 24+ VIC A REPLICA 1 1: MRAM of 2 Channeis ES-
Tic

1218

2] 160 150 250 250 350 S50 e <%0 S0

Figura 8: Cromatograma de AA y vitamina C superpuestos.

A lo largo de todo el ensayo se trabajo con vietdésr &mbar para evitar la degradacion

del AA por accion de la luz.

Zumo envasado|

centrifugacion 8min/2000

1 mL disolucion B

centrifugacién 6min/2000rpm
1 mL de sobrenadante +
1 mL de disolucién C

1 mL de sobrenadante +
1 mL de disolucién B

Incubar 60 min en agitacion
|
Pasar a un vial ambar y leer en el UP

Pasar a un vial ambar y leer en el UR

la concentracion de AA la concentracion de AA

Figura 9: Protocolo del analisis de las muestras

22



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Zumos de naranja naturales

Todas las muestras se analizaron por duplicadorpdteir los errores en la medida, y
se midieron con el detector de MS/MS y UV. A peasaello, los resultados comentados

son los obtenidos por MRM, ya que es mas sensiblepyoducible. Los datos se

recogen en el Anexo I.

Los valores de vitamina C oscilan en los envasesrideal de 259,03 ppm a 176,02
ppm; en los envases de plastico de 299,85 ppm #A®Ppm ; y en el envase activo

314,43 ppm a 183,36 ppm.

La concentracion de DHAA se calculé por diferengar tanto no se ha tenido en

cuenta que parte de la vitamina C puede estarrerafde DKA.

6.1.1. Evolucién en el envase de cristal

Las muestras de zumo envasadas en recipientessti se sometieron a diferentes
condiciones para poder evaluar de qué manera h#etlas diferentes condiciones en

este tipo de envasado. Los resultados obtenidosrfles siguientes:
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Grdfica 1: Concentracion de AA y DHAA en envase de
vidrio expuesto a la luz y sin espacio de cabeza

Grdfica 2: Concentracion de AA y DHAA en envase de
vidrio sin exposicion a la luz y sin espacio de cabeza
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Grdfica 3: Concentracion de AA y DHAA en envase de
vidrio expuesto a la luz y con espacio de cabeza

Grdfica 4: Concentracion de AA y DHAA en envase de
vidrio sin exposicion a la luz y con espacio de cabeza
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Como se puede observar en las gréficas, el comtaet@dAA y DHAA va cambiando

con el tiempo, disminuyendo la proporcién de AA.

Se plantearon estas cuatro situaciones puestoeajlz |y el oxigeno son factores
determinantes para la degradaciéon del AA a DHAA. dbéso evaluar con estas
situaciones cual era el factor mas determinanteuamto a la degradacion del acido

ascorbico, y se ha observado:

- En los dos envases que no tienen espacio de cagemhserva un ligero aumento
en las primeras 24 horas de la concentracion dey AApartir de este momento
comienza a reducirse la concentracion de AA en archeos. Se forma un pico en
la medicion de las 48 horas, lo que se desconogmiesiie ser un error en la
medicion, o que realmente por la dinamica del démoil en el zumo esta
concentracion de AA se disminuye para aumentararmente al dia siguiente.

- Comparando las graficas que corresponden a losesean espacio de cabeza, en
ambas gréaficas se observa un descenso paulatiteo acentracion de AA a lo
largo del experimento. Esto puede ser debido aejusxigeno del espacio de
cabeza va degradando el AA, hasta que el oxigehoesigacio de cabeza
desaparece. Una vez que el oxigeno del espaciabdza desaparece, la oxidacion
del AA seria mas lenta.

- Si nos detenemos a valorar el efecto de la luogerdiferentes envases, no es tan
importante como la presencia de oxigeno en la maygst que los envases con luz
tienen practicamente la misma concentracion de ABHAA a las 96 horas. Lo
mismo ocurre con los envases que estan protegealtasldz solar, entre ellos tienen
la misma concentracion de AA y DHAA a las 96 hofieambién hay que destacar,
gue las muestras se guardaron en nevera, de foumana@ le daba la luz solar
durante el almacenamiento, por lo que este faaosenpuede valorar de forma

correcta.

6.1.2. Evolucion en el envase de plastico

Para el envase de plastico, se plante6 sometamal de naranja a las mejores y peores
condiciones tedricas. La mejor condicion tedriceapvitar la oxidacion del zumo es la

proteccion de la luz y evitar el espacio de caleei#tando asi que el oxigeno degrade al
AA. Por otro lado, se envas6 un zumo sometiéndd¢ds aondiciones tedricamente mas

favorables para su oxidacion que serian la exposiai la luz y el contacto con el
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oxigeno debido al espacio de cabeza. Los resultabtenidos se reflejan en las
siguientes gréficas:

e s — 95 AA o o %6 AA
Envase de plastico sin exposicion a la Envase de plastico con exposicion a la
luz y sin espacio de cabeza == %DHAA luz y con espacio de cabeza = %DHAA
100 100
g 80 g 80
\g \ ~g \ /
‘G 60 ‘s 60
o o
£ 40 £ 40
()] ()]
g o m g
€ 20 S 20
(&) (&)
0 0
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
Grdfica 5: Concentracion de AA y DHAA en envase de Grdfica 6: Concentracion de AA y DHAA en envase de

pldstico sin exposicion a la luz y sin espacio de cabeza

pldstico con exposicion a la luz y con espacio de cabeza

En ambas gréaficas se ve un descenso de la corméntide AA en las primeras 48
horas y un posterior aumento del mismo sin lleganar la misma concentracién que al

inicio pero con tendencia ascendente en ambos.casos

La posible causa de ese aumento de AA, podria skelaéconstante equilibrio del AA'y

DHAA, que en algunas condiciones puede ser reversib
6.1.3. Evolucion en el envase activo

Debido al interés actual por los envases activoa lgaconservacion de los alimentos,
se ha decidido probar un envase activo con progeantioxidantes y ver como puede

influir en la conservaciéon de la vitamina C pasarfauestras de zumo de naranja.

En este caso se han utilizado bolsas de Polietitenonanoparticulas de selenio para
comprobar si son interesantes para el zumo de jaaf® envasaron muestras de zumo
en unas bolsas con nanoparticulas de selenio ¥ digdsas con los mismos

componentes excepto las nanoparticulas de selemmoo(control) para poder comparar
la evolucién de ambos.
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Los resultados obtenidos se reflejan en las sitesayraficas:

e % AA g % AA
Envase control —8—%DHAA Envase activo —a—%DHAA
__ 1oo 100
§ 230 —_
S 0—\ g 80 ‘—_\‘
g o 5 60 —
£ 40 S 40
5 t - - — - —a
€ 20 g 20
8 c
0 § o
0 4 418 72 96 0 24 48 72 96
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
Grdfica 7: Concentracion de AA y DHAA en bolsa Grdfica 8: Concentracion de AA y DHAA en bolsa con
control nanoparticulas de selenio (envase activo).

Como se observa en las graficas, el AA en la boatsarol disminuye paulatinamente
hasta las 72 horas incrementando incluso, la corzzedn de DHAA por encima de la
concentracion de AA.

Por el contrario, en el envase activo vemos quai@b hay un ligero aumento de la
concentracion de AA y a las 48 horas de envasadopequefia disminucion de la
concentracion de AA, pero a partir de este momegtomantienen mas 0 menos
constantes las concentraciones de AA en el tiempo.

Con el mismo tiempo de almacenamiento, la concaintrale AA ha disminuido mas
rapido en la bolsa control que en el envase adtvgue nos indica que el envase activo
da muy buenos resultados para evitar la oxidackhAA.

6.2. Andlisis de zumos comerciales

Se compraron en un supermercado distintas marcasrc@ales zumos de naranja con
distintos tratamientos térmicos, envases y difeentechas de caducidad. Los
resultados obtenidos del analisis de los zumosososiguientes:

Zumos comerciales
40 A
32 33 2w 32 33
° i
§8%° 24
S 2
s b0 i M vitamina c
- o
e A M acido ascoérbico
oY)
S E1p -
O 1 T T 1 T T 1
Com. 1 Com.2 Com.3 Com.4 Com.5 Com. 6 Com.?7

Gréfica 7: Resultado del andlisis de vitamina C y AA en losas comerciales
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Los resultados obtenidos se van a estudiar defeferties &ngulos para poder comparar

entre ellos.

En funcién deltratamiento térmico. Los zumos de la marca ZUMOSOL
(comercial 1, 2 y 3) podemos ver que tienen apragamente el mismo
contenido total de vitamina C, a pesar de que dostdienen la misma fecha de
caducidad. Se puede observar que el zumo que Hgdeean tratamiento UHT
tiene ligeramente reducida su capacidad antioxedé®% de AA), mientras
gue en los zumos pasteurizados practicamente sserv@n su capacidad
antioxidante al 100%.

En funcion de ladecha de caducidad Para evaluar este parametro, podemos
comparar los dos zumos ZUMOSOL pasteurizados, yatmgnen el mismo
envase, ambos tienen pulpa y han recibido el misatamiento térmico. La
fecha de caducidad de los zumos varia en un mpsdemos ver que apenas
varia el contenido de vitamina C ni su capacidatibxidante. Estos zumos
tienen una vida util corta, por lo que podria serdzon por la que apenas se
degrada su capacidad antioxidante.

En funcion deltipo de envase En los zumos comerciales estudiados, hay
principalmente 2 tipos de envases: plastico (PET)eyabrik. Para la
comparacion utilizaremos los zumos con un mismiarmagénto térmico (UHT),
con pulpa y similares fechas de caducidad. Los sugu@ vamos a comparar
son: ZUMOSOL y Don Simoén (comercial 3 y 4). El camtio de vitamina C del
envase es practicamente idéntico y la capacidadxatdnte de ambos también,
ya que en ZUMOSOL tenemos un 91% de AA y en Dond8itenemos 94%.
Por tanto podriamos decir que ambos envases soouaitss para la
conservacion de los zumos.

En funcidn de lanarca comercial La mayoria de los zumos estudiados en este
ensayo son zumos de primeras marcas en el merpado, es interesante
conocer hasta qué punto son mejores, en cuant@aridad antioxidante y
vitamina C se refiere, los zumos de primeras marvas marcas blancas.

Si comparamos dos zumos (comercial 4 y 7) con sinmienvase, tratamiento
térmico, presencia de pulpa y fecha de caducidadyuede observar que el
contenido de vitamina C es muy similar, siendorageente superior el de marca
blanca. Pero en cuanto a capacidad antioxidantefisee, el zumo de la marca

Don Simén posee un 94% de AA mientras que el zuenmalca blanca tiene un
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contenido de 76% de AA. Por lo tanto, se podriardpe en este caso el zumo
de marca blanca es de peor calidad antioxidantdagoearca Don Simén. Esto
podria ser debido a la calidad del proceso de prdo, ya que una mala
manipulacion de la materia prima e incluso un tné¢ato térmico excesivo o
mal aplicado, podria tener consecuencias en larhantioxidante del zumo.
En funcién de lgpresencia o ausencia de pulpe&n este caso compararemos
los zumos comerciales 4 y 5, ya que son zumos deidmma marca, con el
mismo tratamiento térmico, mismo envase y misméadede caducidad.
Podemos ver en la grafica que el contenido de ui@@ es muy similar, pero
la capacidad antioxidante se ve claramente moddicpuesto que el zumo con
pulpa contiene un 94% de AA, mientras que el zunmmo psilpa tiene un
contenido de AA de 71%. Estas variaciones puedbarde al procesado que se
utiliza para la eliminacion de la pulpa en el zurRodria ser un proceso que
oxide mucho al acido ascorbico y reduzca su cotean el producto final.

Por altimo, hay un zumo comercial que no se ha otewl® hasta ahora, y es un
zumo que venden como natural y con propiedadesxadintes. Este producto
contiene acido ascoérbico como ingrediente marcadel eetiquetado como se
indica en el Real Decreto 781/2013 y el Reglamé&B8&3/2008. Los resultados
de este zumo corresponden a los identificados amneercial 6. Podemos ver
gue su contenido de vitamina C no es superior siorey su capacidad
antioxidante es similar al resto de zumos pastadog. Por lo que la necesidad
de adicion de AA como antioxidante podria debefsgpa de envase (puesto
gue degradaria el 4cido ascdrbico), o de tratamiénmico. También me parece
importante destacar que es visualmente diferenteséd de zumos, lo que no
podria justificar si se debe a un procesado delozdiferente o una estrategia

comercial.
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7. CONCLUSIONES

Analizando los resultados obtenidos durante loayassrealizados, hemos obtenido las

siguientes conclusiones:

o0 Enlos zumos naturales:

La presencia de oxigeno en el espacio de cabema parametro que influye
mucho ya que degrada rapidamente el AA y como coieseia su capacidad
antioxidante se reduce.

Los zumos protegidos de la luz solar y los que enban protegido, presentan
valores muy similares, tal vez provocado por laseovacion en nevera no se
verian muy afectados por la incidencia de la luz.

En el zumo envasado en recipiente de plastico gead@ mas rapido el AA 'y
por tanto la capacidad antioxidante del zumo, paue se puede deducir que su
conservacion es mejor en el envase de cristal.

El envase activo es muy eficaz frente a la oxidadé AA ya que se mantiene
durante el tiempo de estudio de forma mas estalgdesq el resto de los envases.
Los resultados obtenidos con los zumos naturalberiden estudiarse durante
largos periodos de almacenamiento para obsenaolacion de la vitamina C
y AA. Con ello comprobariamos si las oscilacionesAdh que se reflejan en

este ensayo son debidos al equilibrio que se esileintre el AA y DHAA.

0 Los zumos comerciales:

Los zumos comerciales que no reciben tratamierdomidos muy intensos
como seria la pasteurizacion, conservan mejor gaictdad antioxidante que los
gue reciben un tratamiento UHT.

La capacidad antioxidante no varia mucho en zumasteprizados con
diferentes fechas de caducidad.

Tanto el envase PET como el Tetrabrik son envadesuados puesto que se
mantiene su capacidad antioxidante.

Las marcas blancas conservan peor la capacidaukigiatnte que los zumos de
primeras marcas.

La ausencia de pulpa implica una disminucion dedpacidad antioxidante
frente al zumo con pulpa.

Los zumos con AA como ingrediente (zumos DETOX)spr#an valores muy

similares a zumos pasteurizados, pero la diferafearecio es mucho mayor.
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CONCLUSIONS

After the analysis of the results the following clusions have been obtained:

o Natural juices

* The presence of oxygen in the packaging with hesmiss a parameters with a
high influence since AA is quickly oxidized and as consequence, the
antioxidant capacity decreases

» Juices protected from sunlight and those that weteprotected showed very
similar values, probably because they were stanemle a fridge and they were
not very affected by light.

* Active packaging was very effective for avoiding Adxidation since its
concentration was more stable overtime than indstiahpackaging.

» Juices should be evaluated during longer storagedsein order to study the
evolution of vitamin C and AA. In this way, it walilbe checked if the AA
variations observed were due to the equilibriunwvieen AA and DHAA.

o Commercial juices

* Commercial juices that don’t receive thermal tresaits such as pasteurization
keep a better antioxidants capacity.

* Antioxidant capacity of juices with different exgiton dated showed similar
antioxidant capacity.

» PET packaging as well as Tetrabrik keep the ardemnt capacity of commercial
juices.

» White label brands preserve worse the antioxidapacity than top brands.

* The absence of pulp in juices decrease their adaox capacity.

» Juices with AA as ingredient (Detox juices) showryeimilar values to

pasteurized juices, however they have a higheepric
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8. APORTACIONES EN MATERIA DE APRENDIZAJE

Con la realizacion del presente trabajo, he podplirar muchos contenidos adquiridos
a lo largo del grado y tomar contacto con la ingesion cientifica tal y como se lleva a

cabo dia a dia.

Durante el desarrollo de los ensayos he tenidd libtatad en el laboratorio pudiendo
adquirir destrezas y cierta seguridad. He podidocgmar problemas que se iban
presentando con el transcurso del trabajo y estdhanpermitido abrir la mente e ir

asociando los conceptos aprendidos durante laraarre

Gracias a este tema de investigacion he conocidcampo de trabajo en el cual no
hemos profundizado durante los cuatro afios delogrgal que he usado técnicas y
equipos mas propios de la quimica analitica quaeasgpeonocia. No obstante, el proceso

de aprendizaje ha supuesto una experiencia endqaec

Por otra parte, la realizaciéon del trabajo me hanjiglo tener soltura a la hora de
buscar bibliografia en diferentes bases de datstgnciar el espiritu critico sobre los
articulos que buscaba para poder diferenciar azgiglie realmente eran utiles para mi
trabajo. Esta busqueda bibliografica también meetsefiado a estructurar un buen

trabajo cientifico lo que me ha facilitado la reclan del trabajo.
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ANEXO |

A) Cromatograma de la recta de calibracion con MRM WU
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C) Resultados obtenidos durante los ensayos con MRM.

AA

Vitamina
C

177,90
168,93
137,53
164,59
133,44

233,80
190,44
225,74
210,94
210,34

Vitamina
C

233,80
191,20
299,85
220,55
187,00

AA

Vitamina
C

177,90
154,00
133,16
160,45
129,38

233,80
194,74
223,31
221,86
192,08

Vitamina
C

233,80
211,19
310,79
221,49
189,24

AA

Vitamina
C

177,90
134,52
153,57
135,58
120,05

233,80
204,61
253,20
220,36
188,22

Vitamina
C

231,86
183,36
284,54
219,23
188,83

72,23 | 61,75

AA

Vitamina
C

177,90
125,16
143,36
140,48
134,05

233,80
176,02
259,03
220,92
196,54

Vitamina

C

231,86
187,40
314,43
221,30
189,64

D) Resultados obtenidos durante los ensayos con UV.

AA

Vitamina
C

282,04
353,73
309,40
312,41
324,73

278,45
381,84
322,03
350,81
341,44

Vitamina
C

278,45
397,68
324,88
358,42
347,09

101,29
92,64
96,08
89,06
95,10

AA

Vitamina
C

282,04
374,12
300,03
316,01
327,17

278,45
389,32
327,40
366,44
353,99

Vitamina
C

278,45
389,24
318,10
357,33

346,48

AA

Vitamina
C

282,04
374,86
345,34
322,32
303,73

278,45
386,35
320,97
362,39
348,01

Vitamina
C

332,09
385,74
315,71
347,76
329,96

AA

Vitamina
C

282,04
371,17
294,93
322,26
328,10

278,45
391,29
330,73
352,40
349,08

Vitamina
C

332,09
378,68
327,20
365,04
347,49
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E) Resultados de los analisis de los zumos comerciales

mg/ 100 g de zumo
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F) Resultados del ensayo con el detector UV.
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