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El aclareo en fruto: ¢ una nueva fuente de compuestos funcionales?

1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Técnica agrondmica del aclareo y parametros de produccién del

melocotdn, nectarina y paraguayo
1.1.1.El aclareo

El aclareo en fruto es una técnica agricola cuyo objetivo es descargar el &rbol de
un excesivo numero de frutos para obtener un producto final de mayor tamafio, evitar
un peso excesivo en las ramas y conseguir una distribucién uniforme de los frutos por
todo el arbol. Se ha comprobado ademas que con la etapa del aclareo, en algunas
especies frutales, se logra minimizar la llamada veceria, fendbmeno que consiste en
que un afio el arbol tiene mucha producciéon mientras que al afio siguiente el nimero

de frutos es menor (figura 1).

Figura 1. Ejemplo de diferentes frutos procedentes de la técnica del aclareo en fruto.

Igualmente, el aclareo de frutos resulta imprescindible, debido a los efectos que
tiene sobre el calibre y la precocidad. La mejor época para realizar el aclareo es
después de la caida de pequefios frutos no fecundados y antes del endurecimiento del
hueso, aproximadamente unos 30-40 dias después de la plena floracién, cuando el
fruto tiene un tamafio comprendido entre 2 y 5 cm. Se suele dejar un fruto por cada 15-

20 cm de distancia en rama.

El momento en el que se lleva a cabo el aclareo es determinante. Si se realiza a
cabo un aclareo muy precoz se favorece la formacién de frutos de mayor tamafio,
mientras que si se realiza un aclareo demasiado tardio éste sera poco eficaz.
Igualmente, la intensidad del aclareo depende del afio, si hay un buen cuajado y
muchos frutos, puede llegar a ser del 80 % de las piezas del arbol. En afios normales
el aclareo serda de aproximadamente un 50 %, retirandose la mitad de los frutos de las

ramas.
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La seleccién de los frutos es muy importante, debiendo estar bien desarrollados y
presentar una buena posicién en la rama para que no se deformen, no tengan heridas

por las ramas de alrededor y se facilite la recogida cuando esté maduro.

En la figura 2 se muestra en la imagen de la izquierda, una rama de melocotén con

muchos frutos (justo antes de realizar el aclareo), y en la imagen de la derecha, el

estado de la rama justo después del aclareo.

Figura 2. Ejemplo de ramas de melocotonero antes (izquierda) y después (derecha) de realizar el aclareo.
La préctica del aclareo supone un coste adicional para el productor. Estos costes

por arbol se estiman ente 25 y 30 min y entre 3,43 y 4,11 euros, por ejemplo, en el
caso del melocoton (Martin et al. 2010).

1.1.2.Parametros de produccion del melocotén

El melocotonero [Prunus persica (L.) Batsch] (figura 3) es una especie frutal
originaria de China donde las referencias a su cultivo se remontan hace 3.000 afios y
actualmente su cultivo estad muy extendido en todo el mundo. En la tabla 1 se muestra

la clasificacién botanica a la que pertenece el melocoton.

Tabla 1. Clasificacion botanica del melocotonero.

Clase Magnoliata
Subclase Rosida
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Subfamilia | Prunoidea
Género Prunus
Especie persica

Figura 3. Melocotonero en flor.


http://2.bp.blogspot.com/_wv3E-1N_b0s/ShvOyIdsmoI/AAAAAAAABI0/-YIs9owDhAY/s1600-h/Mel.jpg
http://2.bp.blogspot.com/_wv3E-1N_b0s/ShvPwg3C9wI/AAAAAAAABJc/suavLMvvO-4/s1600-h/IMG_3664.JPG

El aclareo en fruto: ¢ una nueva fuente de compuestos funcionales?

A escala mundial, el melocotonero es la segunda especie fruticola de climas
templados, después del manzano, con 17,5 millones de t producidas, lo que supone el
3,5 % del total de fruta recolectada. Los principales productores son China, ltalia,
Espana, Estados Unidos y Grecia (FAOSTAT 2012).

En Europa se obtienen 4,3 millones de t de melocoton. En 2009, los principales
paises productores fueron Italia (1,7 millones de t), Espafia (1,1 millones de t) y Grecia
(700.000 t) (FAOSTAT 2012).

La producciéon de melocotén en Espafia muestra una regionalizacion importante
con 4 comunidades aportando el 82 % de la superficie productora. Estas cuatro
comunidades son Catalufia, Aragén, Comunidad de Murcia y Andalucia (MAGRAMA
2012). En cuanto a la produccion, en el afio 2009 fue de 1.100.000 t, destacando
Cataluia (320.554 t) y Aragén (202.795 t) (MAGRAMA 2012).

En el melocotodn, el aclareo suele realizarse unos 40 dias después de la floracion

(entorno a finales de mayo o principios de junio) y el fruto tiene un tamafio de 2-3 cm.
1.1.3.Parametros de produccion de la nectarina

El nectarino (figura 4) es un arbol derivado por mutacion de los melocotoneros
comunes y los Unicos caracteres diferenciales son la ausencia de vellosidad en la piel

del fruto. Su clasificacién es Prunus persica var nectarina (figura 4).

Tabla 2. Clasificacién botanica de la nectarina.

Clase Magnoliata
Subclase Rosida
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Subfamilia | Prunoidea
Género Prunus
Especie persica
Variedad nectarina

Figura 4. Nectarino en flor.

Las referencias historicas de la nectarina en Europa son recientes. Practicamente
no existe ningun texto escrito que la mencione hasta el siglo XVII en Inglaterra y en

América, donde la llevaron los colonizadores europeos.

La produccion nacional de nectarina en el afio 2009 fue de 438.741 t, centrandose
sobre todo en Catalufia (118.823 t) y Aragdn (100.302 t) (MAGRAMA 2012).

Las nectarinas son frutales propios de las zonas de poca altitud, desde el mismo

nivel del mar hasta alturas de 300 metros. Estas no tienen la necesidad de un largo
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reposo invernal como ciertas variedades de melocotonero, prefiriendo climas de
inviernos cortos y relativamente templados y veranos largos de atmosfera seca, por
ser muy sensible a las humedades, ya que pueden favorecer el desarrollo de

enfermedades y la pérdida del fruto por agrietamiento.

El aclareo en fruto en la nectarina suele realizarse a los 45-50 dias después de la

floracion (finales de mayo o principios de junio) y con un tamafio de fruto de 2-4 cm.
1.1.4.Parametros de produccion del paraguayo

El paraguayo (Prunus persica var. platycarp) (tabla 3) es una variedad de
melocoton surgida también de una mutacion natural (figura 5). Conserva la piel
aterciopelada y la textura de algunas variedades de melocotdén, pero con una

descarada forma aplastada, siendo también un fruto de menor tamafio.

Tabla 3. Clasificacion botanica del paraguayo.

Clase Magnoliata

Subclase Rosida

Orden Rosales \

Familia Rosaceae A : LA T
Subfamilia | Prunoidea 4 S WA e
Género Prunus Y T
Especie persica h S W
Variedad | platycarp w 2ak

Figura 5. Praguayo en flor.

Igual que el melocotdn, se dice que el paraguayo procede de Asia. Su cultivo en
China se produce desde hace siglos, y parece ser que se introdujo en Estados Unidos
en 1800, pero fue alrededor de 1990 cuando empez6 a apreciarse mucho mas y a

realizarse grandes cultivos en otros paises.

La producciébn de paraguayo en Espafia en el afio 2008 fue de 51.000 t,

destacando la Regiéon de Murcia y el Valle del Ebro (Iglesias 2011).

Con un porte del arbol que varia entre los 2 y los 5 metros, presenta unas

exigencias de clima, suelo y cultivo similares al melocotonero y a la nectarina.

En el paraguayo, el aclareo en fruto suele realizarse transcurridos 40-50 dias

después de la floracion (finales de mayo) y con un tamafio de fruto de 2-3 cm.
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1.2. Aprovechamiento y revalorizacién de los subproductos de laindustria

alimentaria

Aragén es una de las regiones mas importantes en la produccion de frutas y
hortalizas de Espafia ya que cuenta con mas de 138.000 hectareas de frutales y cerca
de 4.200 hectareas de hortalizas. Nuestra comunidad es la primera productora
nacional de melocoton y nectarina (202.795 t) y la segunda de albaricoque (2.880 t).
La produccion anual de fruta es de aproximadamente 271 millones de euros, y
representa el 8,6 % de la produccion final agricola de Aragén (DGA 2011). Por otro
lado, la produccién y transformacién de estas frutas y hortalizas genera grandes
cantidades de residuos sdlidos y liquidos. La recuperacién total o parcial de estos

residuos supondria ventajas tanto de tipo econémico, como social y medioambiental.

En el caso de los residuos organicos de origen vegetal, la valorizacién parece ser
la alternativa con mas ventajas medioambientales y economicas. Asi, se define
valorizacién como todo procedimiento que permita el aprovechamiento de los recursos
contenidos en los residuos, sin poner en peligro la salud humana y sin utilizar métodos
que puedan causar perjuicios al medio ambiente. El objetivo es lograr reducir al
maximo el flujo de materiales residuales a vertedero o incineracion, que son técnicas
de eliminacién altamente contaminantes, pero que se emplean mayoritariamente en

muchos paises europeos (Ayala-Zavala et al. 2011).

Estos subproductos proceden principalmente del procesado de la industria
alimentaria pero los derivados de las propias practicas agricolas, dentro de las cuales
podriamos destacar la etapa del aclareo, también podrian ser considerados una fuente
importante. El posible aprovechamiento de este tipo de subproductos supondria un
beneficio para los agricultores tanto desde un punto de vista econdmico, como

medioambiental.

Se ha demostrado que mucho de los subproductos agroalimentarios contienen
compuestos de interés que pueden ser utilizados como ingredientes con funciones
nutricionales, tecnolégicas o terapéuticas. Generalmente, los ingredientes alimentarios
obtenidos a partir de subproductos alimenticios se consideran seguros (GRAS por la
United States Food and Drug Administration), maxime si se producen mediante
procesos limpios y no contaminantes. En consecuencia, la obtencién de los
mencionados ingredientes representa una de las vias de mayor interés para el
aprovechamiento y valorizacién de los subproductos agroalimentarios. Ademas en los
ultimos afios, las tendencias mundiales de la alimentacion indican un creciente interés

de los consumidores hacia ciertos alimentos que, ademas de contener nutrientes,
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contengan sustancias que cumplan una funcién beneficiosa en la reduccién de la

incidencia de ciertas enfermedades (Ayala-Zavala et al. 2011).

Por otro lado, se ha demostrado que el contenido fendlico en algunas frutas es
mayor cuanto menor indice de madurez presenta el fruto (Celli et al. 2011), por lo que
es de suponer que a partir de los frutos procedentes del aclareo en los que el
desarrollo madurativo estd muy poco avanzado, se podrian obtener compuestos de
interés. Entre estos compuestos bioactivos se encuentran azucares, acidos organicos,
sustancias colorantes, proteinas, antioxidantes, antimicrobianos, aromas, aceites y
vitaminas, entre otras y que pueden ser importantes en las industrias alimentaria,
farmacéutica, quimica o cosmética (Ayala-Zavala et al. 2011). Estas sustancias no
solo aportan a las frutas caracteristicas visuales de color y sabor, sino que también
son responsables de propiedades beneficiosas para la salud por su actuacién como
antioxidantes mediante la neutralizacién de radicales libres, implicados en la mayoria

de las enfermedades degenerativas (Sanchez-Moreno 2002).
1.3. Compuestos de interés tecnoldgico y/o funcional
1.3.1.Los radicales libres

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado, por lo que son muy reactivos. Estos radicales recorren nuestro
organismo intentando captar un electron de las moléculas estables, con el fin de
alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido
robar el electron que necesita para aparear su electrén libre, la molécula estable que
se lo cede se convierte a su vez en un radical libre, por quedar con un electron
desapareado, iniciandose asi una reaccion en cadena que destruye nuestras células.
La vida biologica media del radical libre es de microsegundos; pero tiene la capacidad
de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran dafio a las
moléculas y a las membranas celulares. Este dafio también puede ser provocado por
otro tipo de sustancias, clasificadas como no radicales, pero que son muy inestables y
pueden dar lugar a radicales libres (Ramirez 2009). En la tabla 4 se muestra un

resumen de las especies reactivas con mayor relevancia en el estrés oxidativo in vivo.

Los procesos normales del organismo producen radicales libres como producto del
metabolismo de los alimentos, la actividad respiratoria y el ejercicio. También estamos
expuestos a elementos del medio ambiente que generan radicales libres como la
polucion industrial, tabaco, radiacién, medicamentos, aditivos quimicos, en los

alimentos procesados y pesticidas. Sin embargo, los radicales libres no son
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intrinsecamente perjudiciales para la salud. De hecho, nuestro propio cuerpo los
fabrica en cantidades moderadas para luchar contra bacterias y virus. Los radicales
libres producidos por el cuerpo para llevar a cabo determinadas funciones son
neutralizados facilmente por nuestro propio sistema. Con este fin, nuestro cuerpo
produce unos enzimas como la catalasa o la dismutasa, que son los encargados de
neutralizarlos. Estos enzimas tienen la capacidad de neutralizar los radicales libres sin

desestabilizar su propio estado (Sdnchez-Moreno 2002).

Tabla 4. Principales especies reactivas relacionadas con el estrés oxidativo (Ramirez 2009).

Radicales No radicales

O, Superoéxido H,O, | Peréxido de hidrégeno
HO™ | Hidroxilo 0, Oxigeno singlete

HO, | Hidroperoéxilo LOOH | Hidroperoéxido lipidico

L Lipidico Fe=O | Complejo hierro-oxigeno

LO," | Peroxil lipidico HOCI | Hipoclorito
LO | Alcoxil lipidico
NO, | Diéxido nitrégeno
NO™ | Oxido nitrico

RS | Tiol

P Proteico

No obstante, en determinadas circunstancias, la produccion de radicales libres
puede aumentar de forma no controlada, situacion conocida con el nombre de estrés
oxidativo. Este concepto expresa la existencia de un desequilibrio entre las
velocidades de produccion y de destruccion de las moléculas toxicas que da lugar a un
aumento en la concentracion celular de los radicales libres. Esto puede provocar que
se tomen electrones de los lipidos y proteinas de la membrana celular, haciendo
imposible el proceso de regeneracion y reproduccién celular. En el interior de la célula,
los radicales libres atacan el DNA (material genético) que provee la matriz para la
replicacion celular, impidiendo a la célula su reproduccion (Rice-Evans et al. 1997). De
esta forma, los radicales libres contribuyen al proceso del envejecimiento cuando
toman el electrén que les hace falta de las células del tejido colageno de la piel. Los
radicales libres también pueden contribuir al crecimiento anormal de las células, al
perder éstas la capacidad de “reconocer” las células vecinas. Esa proliferacion sin
control se produce en los tumores benignos o malignos. Muchas enfermedades
cronicas se han ligado directamente con los radicales libres, como la enfermedad
cardiovascular, Alzheimer, accidente vascular cerebral, hepatitis, hipertension, artritis
reumatoide, lupus, diabetes mellitus, enfermedad periodontal, colitis ulcerativa,
aterosclerosis, fallo renal crénico y muchas otras (Martinez-Valverde et al. 2000). Por

lo tanto, hay que intentar controlar el exceso de produccion de estos radicales libres y
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bloguear parte del dafio que producen. Esta funcion de proteccion la cumplen los

compuestos antioxidantes.
1.3.2.Los compuestos antioxidantes

Los antioxidantes, que se encuentran naturalmente en el organismo y en ciertos
alimentos, son sustancias que tienen la capacidad de inhibir la oxidacion causada por
los radicales libres, actuando algunos a nivel intracelular y otros a nivel de membrana,

siempre en conjunto para proteger a los diferentes 6rganos y sistemas.
Los antioxidantes se pueden clasificar en dos tipos (Ramirez 2009):

- Antioxidantes enddgenos: son mecanismos enzimaticos del propio organismo

como la superoxidodismutasa, la catalasa, el glutation peroxidasa, el glutation y
la coenzima Q-. Algunos enzimas necesitan cofactores metalicos como selenio,
cobre, zinc y magnesio para poder realizar el mecanismo de proteccion celular.
El glutation, por ejemplo, contiene selenio y ayuda en la prevencion de la
formacion del radical hidroxilo, también regenera la vitamina C, que a su vez

regenera la vitamina E.

- Antioxidantes exdgenos: son introducidos por la dieta o afiadidos a los

alimentos y se depositan en las membranas celulares. Entre ellos se
encuentran antioxidantes naturales como las vitaminas E y C y el caroteno.
También se pueden encontrar fenoles y flavonoides que son compuestos
polifendlicos encontrados en alimentos de origen vegetal, y cuya capacidad
antioxidante ha sido ampliamente demostrada. Entre los antioxidantes
sintéticos, destacan butilhidroxianisol (BHA), butilhdroxitolueno (BHT),
butilhidroquinona (TBHQ) o &cido nordihidroguaiaretico (ANDG), aunque la

tendencia actual es evitar su uso.

En la siguiente tabla 5 se muestran algunos ejemplos de frutas con elevada

capacidad antioxidante.



El aclareo en fruto: ¢ una nueva fuente de compuestos funcionales?

Tabla 5. Capacidad antioxidante determinada por el método FRAP de diferentes productos de origen vegetal.

Capacidad Capacidad
Producto | antioxidante Referencia Producto | antioxidante Referencia
(mmol/100g) (mmol/100g)

Mango 0,38 (Guo et al. 2003) Pepino 2,15 (Halvorsen et al.2006)
Pifia 0,80 (Guo et al. 2003) Granada 3,10 (Guo et al. 2003)
Kiwi 1,32 (Halvorsen et al.2006) | Arandano 3,28 (Halvorsen et al.2006)

Ciruela 1,33 (Halvorsen et al.2006) Mora 3,99 (Halvorsen et al.2006)

Cerezas 1,80 (Halvorsen et al.2006) Nueces 13,12 (Halvorsen et al.2006)

Naranja 1,89 (Guo et al. 2003) Clavo 125,55 (Halvorsen et al.2006)

1.3.3.Los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias
guimicas, considerados metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes
estructuras quimicas y actividades (Martinez-Valverde et al. 2000). Quimicamente
poseen un anillo aromético, un anillo benceno (con uno o mas grupos hidréxilo) que
incluyen ademas, derivados funcionales como ésteres, metil ésteres, glicésidos, etc
(Martinez-Navarrete et al. 2008). Su clasificacion (tabla 6) es muy compleja debido al

gran numero de compuestos que la forman, dividiendose en diferentes grupos:

Tabla 6. Clasificacién de los compuestos fendlicos (Martinez-Navarrete et al. 2008).

Compuestos fenélicos
Fenoles simples
Acidos benzoicos y derivados
Acetofenonas y acidos fenil acéticos
Acidos cinamicos y derivados
Cumarinas y derivados
Flavonoides y derivados
Benzofenonas y derivados
Xantonas
Taninos

Todos ellos estan relacionados con la calidad sensorial de los alimentos de origen
vegetal. Son los responsables del color de ciertas frutas y de la formacion de quinonas
durante la reaccién de pardeamiento enzimatico. Adema4s, algunos de estos fenoles
son responsables de la astringencia y el sabor amargo que presentan muchas frutas
antes de alcanzar el grado de madurez 6ptimo determinado desde el punto de vista
organoléptico (Martinez-Valverde et al. 2000).

Igualmente, a los compuestos fendlicos también se les relaciona con numerosos
beneficios para la salud, debido sobre todo a que pueden actuar como antioxidantes.
Para que un compuesto fendlico sea clasificado como antioxidante debe cumplir dos

condiciones basicas. La primera es que cuando se encuentre en concentracion baja
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con relacion al sustrato que va a ser oxidado pueda retrasar, enlentecer o prevenir la
autooxidacioén o la oxidacién mediada por un radical libre. La segunda es que el radical
formado tras el secuestro sea estable y no pueda actuar en oxidaciones posteriores.
Entre los compuestos fendlicos con reconocida actividad antioxidante destacan los
flavonoides, los acidos fendlicos, los taninos y las cumarinas, los cuales constituyen la
fraccion polifendlica de una gran diversidad de alimentos, entre los que destacan las
hortalizas y sobre todo las frutas, y entre ellas las que denominamos frutos rojos (tabla
7).

El potencial de los compuestos fenélicos como antioxidantes depende, en gran
medida, de su estructura quimica. El fenol por si mismo es inactivo como antioxidante,
sin embargo, los compuestos orto- y para- difenélicos poseen actividad antioxidante, la
cual incrementa con la sustitucion de sus atomos de hidrégeno por grupos etil- o0 n-
butil-.

Tabla 7. Contenido en fenoles de diferentes productos de origen vegetal.

Fenoles . Fenoles .
Producto (mg/100g) Referencia Producto (mg/100g) Referencia
Pera 11,7 (Li etal. 2011) Cereza 105,0 (Fu et al. 2011)
Banana 11,8 (Fu et al. 2011) Frambuesa 114,0 (Aaby et al. 2012)
. Melocoton
Meldn 23,1 (USDA 2010) piel 133,7 (Babbar et al. 2011)
Tomate 25,9 (USDA 2010) Ciruela roja 143,5 (Fu et al. 2011)
Mep'ﬂf;;"” 41,5 (Babbar et al. 2011) | Granada 146,9 (Fu et al. 2011)
Cascara 425 (Balasundram et al. Naranja 154 0 (Balasundram et al.
almendra ’ 2006) pulpa ' 2006)
Zanahoria 56,4 (USDA 2010) Arandano 171,0 (Fu et al. 2011)
Manzana 68,3 (Fu et al. 2011) Uva 200,1 (Fu et al. 2011)
Cebolla 76,3 (USDA 2010) Mora 417,0 (Fu etal. 2011)

1.3.4.Los flavonoides

Los flavonoides son considerados el grupo de compuestos polifendlicos con la
actividad antioxidante mas potente. Su estructura base esta formada por un anillo
bencénico (A) unido a una cadena propidnica (C) que esta unida a su vez a otro anillo
bencénico (B) (figura 6). A partir de esta estructura basica se forman todos los
flavonoides al unirse diversos grupos quimicos, entre los que se encuentran azucares
0 sus derivados. Asi, las diferentes configuraciones posibles hacen que estos

compuestos se dividan en flavonoles, flavonas, flavanoles e isoflavonas.

10
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Flavonol Flavane

Flavan-3-ol Isoflavone
HO 0
L
OH [0}

Figura 6. Estructura de los diferentes flavonoides (Rice-Evans et al. 1997).

La actividad antioxidante de estos compuestos estd relacionada primero, con la
presencia de grupos hidroxilo en las posiciones 3" y 4’ del anillo B, los cuales les
confieren una elevada estabilidad, participando en la deslocalizacion del electron, y
segundo, un doble enlace entre los carbonos C2 y C3 del anillo C en conjugacion con
un grupo carbonilo en la posicién C4, lo cual hace posible la deslocalizacion de un
electrén en el anillo B. La potencia antioxidante se relaciona en términos estructurales
con la deslocalizacion de un electrén en grupos aromaticos. Cuando estos compuestos
reaccionan con radicales libres, los radicales fenoxilo producidos se estabilizan por el
efecto resonante de los nucleos arométicos. Finalmente los grupos hidroxilo libres en
la posicion 3 del anillo C y en la posicién 5 del anillo A, junto con el grupo carbonilo en
la posicion 4 también son importantes en la actividad antioxidante (Sanchez-Moreno
2002).

Entre todos los flavonoides, destaca la quercetina, un flavonoide que retne todas
estas caracteristicas y que es uno de los antioxidantes naturales mas potentes, y que
se encuentra presente en frutas como manzanas, uvas, arandanos, cerezas y en

verduras tales como cebollas o brécoli.

En la tabla 8 se muestran algunos de las frutas y hortalizas con mayor

concentracion de flavonoides.
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Tabla 8. Contenido en flavonoides de diferentes productos de origen vegetal.

Producto Fz%vgolrllggg;s Referencia Producto F}ﬁqvgl]gﬁs Referencia
Tomate 12,8 Marinova et al 2005 Pera 48,5 Marinova et al 2005
Melocotén 15,0 Marinova et al 2005 Mora 55,5 Marinova et al 2005
Cereza 19,6 Marinova et al 2005 Fresa 69,7 Marinova et al 2005
L,}Arr?grfggl?a 19,8 D Abr(z)(s)gz; sl Uva 77,1 Marinova et al 2005
'V'a”Z‘?‘”a 20,9 Marinova et al 2005 Lechuga 97,2 Marinova et al 2005

amarilla

Frambuesa 26,6 Marinova et al 2005 Ciruela 136,2 Marinova et al 2005
Manzana roja 32,7 Marinova et al 2005 | Arandano 190.3 Marinova et al 2005

1.3.5.0tros compuestos de interés

Ademas de fenoles y flavonoides, en la dieta se pueden introducir otras sustancias

antioxidantes que ayudan al organismo a evitar el aumento de los radicales libres

(Martinez-Navarrete et al. 2008):

Beta caroteno presente en zanahoria, mango, tomates, melén 6 melocotén.

Vitamina E (tocoferol) es una sustancia antioxidante que mantiene la integridad
de la membrana celular, protege la destruccion de la vitamina A, previene y
disuelve los coagulos sanguineos y retarda el envejecimiento celular. Se
encuentra en muchas frutas y vegetales tales como: aguacate, boniato,

esparragos, espinacas, tomates, bréculi, moras y zanahorias.

La vitamina C (acido ascérbico) es otro de los antioxidantes naturales que
combaten el exceso de radicales libres. Necesaria para producir colageno y
para la metabolizacion de las grasas, por lo que se le atribuye el poder de
reducir el colesterol. Las fuentes alimentarias de vitamina C mas destacables
son: grosellas, pimiento verde, kiwi, limon, fresas, coliflor, coles de Bruselas,

naranjas, tomates y melon.

El selenio actda junto con la vitamina E como antioxidante, ayudando a nuestro
metabolismo a luchar contra la accion de los radicales libres. También protege
contra el cancer, ademas de mantener en buen estado las funciones hepaticas,
cardiacas y reproductoras. Las fuentes alimentarias de selenio son la carne, el

pescado, los cereales integrales y los productos lacteos.
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1.3.6.Productos de origen vegetal con reconocida capacidad antioxidante

En la actualidad, debido a la preocupacion expresada por los consumidores sobre
el contenido en aditivos quimicos de su dieta, existe un interés creciente en la industria
alimentaria para sustituir los antioxidantes sintéticos por otros de origen natural. Este
hecho ha potenciado la investigacion y caracterizacion de compuestos antioxidantes
procedentes de fuentes naturales como plantas, frutas, hortalizas, tés, cereales,

especias, semillas y algas, entre otros.

Algunas plantas como el romero y la salvia, poseen una gran actividad antioxidante
y que debida principalmente a la presencia de abietanos o diterpenos fendélicos como
el carnosol y al acido carndsico. Otras muchas plantas y frutas de colores anaranjados
0 rojos, como el tomate, la zanahoria, etc., son ricas en carotenoides (xantofilas,
carotenos, licopenos, etc.) que son excelentes antioxidantes lipidicos. Las frutas del
bosque como las moras, grosellas, etc. y otras frutas de colores azulados-rosaceos
(granada) contienen antocianinas que muestran actividades antioxidantes muy
elevadas. Igualmente, en el vino tinto se ha relacionado su contenido en resveratrol,
flavonoides y antocianos con la disminucién de enfermedades coronarias. Se ha
comprobado ademas que los compuestos fendlicos y oledsidos de la oliva y del aceite
de oliva virgen extra actlan sinérgicamente con los tocoferoles protegiendo al aceite
de la actuacion del oxigeno y los radicales libres sobre los compuestos lipidicos y
sobre muchas otras matrices alimenticias donde se adicionan. Diversos estudios han
demostrado que los acidos clorogénicos y algunos polifenoles del café y las
catequinas y flavonoides del té reducen el riesgo de padecer diabetes tipo 2, cancer
colon-rectal y de higado y disminuyen el riesgo de sufrir enfermedades
cardiovasculares. Estos compuestos parecen ejercer estas funciones tan beneficiosas
para la salud humana debido principalmente a su capacidad para actuar como
compuestos antioxidantes (Ramirez 2009).
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL Y OBJETIVOS

El presente trabajo estd englobado dentro del proyecto “Caracterizacion y
extraccion de compuestos nutritivos y funcionales derivados del aclareo y procesado
de la fruta” financiado por el departamento de Agricultura, Ganaderia y Medio

Ambiente de la Diputacion General de Aragén.

El objetivo global del estudio es la caracterizacion, desde un punto de vista
tecnoldgico y funcional, de diferentes frutos de hueso procedentes de la practica
agricola del aclareo llevada a cabo en distintas zonas de cultivo de Aragén. Los frutos

seleccionados para este trabajo han sido melocotén, nectarina y paraguayo.

Para la consecucion de este objetivo global se han planteado los siguientes

objetivos parciales:

1.- Estudio del desarrollo madurativo de los frutos mediante el analisis de

parametros agronodmicos, fisico-quimicos (calibre, peso, firmeza, acidez, °Brix, y color)
y fisiologicos (produccion de etileno y actividad respiratoria). Los frutos se

caracterizaran tanto en el momento del aclareo como en su madurez comercial.

2.- Determinacion de la concentracion de compuestos con interés

tecnoldgico o funcional de los frutos derivados del aclareo. Como control y a modo

de comparacion se llevara a cabo el andlisis de estos mismos compuestos en el fruto

recolectado en su grado de madurez comercial.

3.- Estudio de la influencia del tipo de tejido (piel, pulpa o semilla) en la

disponibilidad de los compuestos bioactivos. Todas las determinaciones se

realizarén en los tres tipos de tejido (piel, pula y semilla). De esta forma se comprobara

la disponibilidad de los compuestos en funcién de su distribucién en el fruto.

4.- ldentificacion de los compuestos fendlicos en los distintos tipos de

tejidos.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Material vegetal

En la tabla 9 se detallan las especies y variedades utilizadas y sus fechas de

aclareo y recoleccion:

Tabla 9. Especies y variedades estudiadas. Fechas de aclareo y recoleccion.

Fruto Fecha aclareo Fecha recoleccion
Melocoton ‘Royal Glory’ 06/05/2011 08/08/2011
Nectarina ‘Laura’ 27/04/2011 11/06/2011
Paraguayo ‘UFO-3’ 28/04/2011 22/06/2011

El melocoton ‘Royal Glory’ es una variedad temprana con fecha de recoleccién
entre finales de junio y principios de julio. Es un &rbol de vigor medio a fuerte con un
fruto redondeado de calibre medio a grueso que se caracteriza por la coloracion rojo
intenso de su piel. Su pulpa esta total o parcialmente desprendida del hueso, hecho
especialmente relevante cuando el fruto llega a su madurez, y posee una carne

jugosa, consistente y dulce.

La nectarina ‘Laura’ es una nueva variedad precoz con fecha de recoleccion
aproximada comprendida entre el 1 y el 10 de julio. El arbol es de porte globoso con
unas dimensiones medias de 4-6 metros y elevada productividad. Su elevada
floribundidad implica un elevado coste de aclareo en zonas con poco riesgo de
heladas. El fruto es de gran calibre y 6ptima calidad gustativa y el hueso no esta

adherido a la pulpa, de color amarillo. Su piel es lisa, de coloracion rojo intenso.

La variedad ‘UFO 3’ es un paraguayo temprano que se recolecta en torno a finales
de junio. El fruto presenta la pulpa de color blanco, y con el hueso adherido a ella, de

gran aroma y buen sabor. La piel es de color amarillo con tonalidades rojas.

En el caso del paraguayo y la nectarina, los frutos procedieron de una finca
perteneciente a la empresa Lafuente Tomey S.L. sita en el término municipal de La
Almunia de Dofia Godina (Zaragoza), mientras que el melocotén fue recolectado en

una finca de la empresa Frutas Garcia-Zurita sita en Nonaspe (Zaragoza).

Inmediatamente después de la practica del aclareo o tras la recoleccién (figura 7)

los frutos fueron transportados al laboratorio y conservados a 0 °C hasta su andlisis
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Figura 7. Melocoton 'Royal Glory', nectarina 'Laura’ y paraguayo 'UFO 3' (de izquierda a derecha) en
aclareo (A) y madurez comercial (B).

3.2. Parametros agrondmicos y de calidad postcosecha
3.2.1.Calibre, peso y porcentaje de tipo de tejido (piel, pulpay semilla)

El didametro, tanto polar como ecuatorial y el peso se determinaron en 25 frutos de
cada especie. También se calcul6 el porcentaje en peso de cada tipo de tejido (piel,

pulpa, y hueso o semilla).
3.2.2.Medida instrumental del color

La medida instrumental del color se realiz6 con un espectrorradidémetro IS CAS 140
(Instrument Systems; Munchen, Alemania), con una sonda telescopica TOP 100 de
medida a distancia (figura 8) y analizada mediante el software ISCOLOR (Instrument
Systems Optische Messtechnik GmbH; Minchen, Alemania. Version 2.53, 1996). La
iluminacién fue suministrada por una lampara (12V-100W) de tipo 6834 de Royal

Philips Electronics (Amsterdam, Holanda).

Figura 8. Medida del color mediante espectrorradiémetro IS CAS 140.
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La determinacién se realizé durante 3 segundos, mientras la fruta rotaba sobre si
misma 360°. Las medidas de reflexion se realizaron cada 1 nm en el espectro visible y
en el infrarrojo, con un intervalo de medida de 360 nm a 900 nm. A partir de estas
medidas se obtienen las coordenadas CIELAB, L*a*b* que forman parte de los
parametros CIE (Comisién Internationale del Eclairage). En este espacio de color, L*
indica luminosidad y a* y b* son las coordenadas de cromaticidad, que indican
direcciones de colores: +a* es la direccion del rojo, -a* es la direccion del verde, +b* es
la direccién del amarillo y -b* es la direccion del azul (figura 9). El centro es
acromatico; a medida que los valores de a* y b* aumentan y el punto se separa del
centro, la saturacion del color se incrementa. Se utilizaron para estos célculos el
iluminante D65 y el observador CIE31 de 2° de campo visual adecuado al tamafio de

los frutos. La medida se realizé sobre 25 muestras de cada fruta.

I White

black

Figura 9. Espacio de color CIELAB.

3.2.3.S06lidos solubles

Para la determinacion del contenido en sdélidos solubles se siguié la técnica
descrita en los Métodos Oficiales de Analisis de Zumos de Frutas (AOAC 1984). La
medida se realizd por triplicado sobre los zumos obtenidos a partir de 20 frutos,
analizandose en un refractémetro digital ATAGO DBX 55A, con corrector automatico

de temperatura (figura 10), por lo que los resultados se expresaron en °Brix a 20 °C.

17



El aclareo en fruto: ¢una nueva fuente de compuestos funcionales?

Figura 10. Refractometro digital ATAGO DBX 55A.

3.2.4.Acidez valorable

El contenido total en acido naturales se determind por valoraciéon con una solucion
de hidréxido sddico por el método potenciométrico (AOAC 1990). El analisis se realiz6
por triplicado para cada una de las frutas por el siguiente procedimiento: 10 mL de
zumo obtenido para la determinacion de los solidos solubles se diluyé hasta
aproximadamente 100 mL con agua destilada, y se valoraron con hidréxido sédico 0,1
N hasta alcanzar pH=8,1. Se utilizo el titulador automatico Crison Compact Titrator
(figura 11) para la determinacion de la acidez. La acidez total se expres6 en gramos de
acido malico por 100 mL de zumo, por ser éste el acido mayoritario de las frutas

estudiadas.

Figura 11. Titulador automatico Crison Compact Titrator para la determinacion de la acidez.

3.2.5.indice de madurez

El indice de madurez se define como la relacién existente entre el contenido en

sélidos solubles y la acidez valorable.
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3.2.6.Textura

La firmeza se determiné mediante un ensayo destructivo de penetracion o
Magness-Taylor, el cual se define como la fuerza necesaria para introducir en la zona
ecuatorial del fruto un vastago cilindrico. Las medidas instrumentales de textura se
llevaron a cabo en un texturémetro TA-XT PLUS (Stable Micro Systems, Goaldming,
Inglaterra) dotado con una célula de carga de 5 Kg, con el que se realizaron los
ensayos de penetracion sobre los frutos sin piel (figura 12A). En este ensayo se utilizo
un vastago de 2 mm de didmetro, introduciéndolo hasta una profundidad de 4 mm a

una velocidad de 0,83 mm/s. Los andlisis se realizaron sobre 25 muestras.

Como resultado del andlisis se obtienen las correspondientes curvas (figura 12B).
A partir de estas graficas se obtiene el esfuerzo maximo de penetracion que se
corresponde con el valor maximo sobre el eje Y, expresado por unidad de superficie
(Kglcm?).

o8 | Fuerza maxima a la penetracion

—
50

———

[Pv—

IBooo0CO

Distancia (mm)

Figura 12. Ensayo de penetracion mediante Texturometro TA-XT2I (A) y curva caracteristica (B).

3.2.7.Actividad respiratoria

La concentracién de O, y CO, se midi6 empleando el sistema cerrado. Dicho
método consistidé en colocar los frutos, aproximadamente 200 g, en el interior de
recipientes herméticos de 0,75 L y medir su tasa respiratoria después de 3 horas a
temperatura ambiente. La medida de la concentracion de gases en el espacio de
cabeza de las muestras se realiz6 a través de un septum. Las muestras se analizaron
utilizando un analizador automatico de gases PBI Dansensor (figura 13), que nos
permite obtener una medida inmediata del % de O, y CO, existente en el interior de

los frascos de medida. Se realizaron 3 réplicas por cada tipo de fruta.
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Figura 13. Analizador automatico de gases PBI Dansensor.

3.2.8.Produccion de etileno

El método empleado para la determinacién de la produccién de etileno fue el del
sistema cerrado, y se utilizaron los mismos frascos de la actividad respiratoria. La
extraccion de las muestras se realizdé a través de un septum mediante una jeringa
Hamilton 1001RN Gastight especial para gases. La inyeccion de muestra fue de 1 mL
tomado del espacio de cabeza de los frascos transcurridos aproximadamente 3 horas
de respiracion. La cuantificacion del etileno se llevd a cabo al mediante un
cromatégrafo de gases Hewlett Packard 4890 dotado de un detector de ionizacién de
llama con columna Hewlett Packard 19001A-QSO (figura 14).

Figura 14. Cromatografo de gases FID para determinacién de etileno.

El tiempo de andlisis fue de 5 minutos en condiciones isotermas, con el horno a 50
°C, el detector a 200 °C y el inyector a 50 °C, empleandose N, como gas portador. En

estas condiciones el tiempo de retencion del etileno fue 2,4 minutos.
3.3. Cuantificacién de los compuestos de interés

Todos los compuestos se determinaron en piel, pulpa y hueso tanto de los frutos
procedentes del aclareo como de los de grado de madurez comercial. Ademas

también se analizé su concentracion en el fruto entero procedente del aclareo.
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3.3.1. Extraccion, cuantificaciéon e identificacion de los compuestos

fendlicos
3.3.1.1. Obtencién del extracto fenodlico

Se llevo a cabo la extraccion de 1 g de piel, pulpa o semilla con 5 mL de solucion
metanol:agua (80:20; v/v) por duplicado y se homogeneiz6 con ultraturrax (IKA-
WERKE,DI 25 Basic, yellow line) durante 2 min y en frio centrifugandose
posteriormente a 4000 rpm durante 10 min a 4 °C. Los sobrenadantes se combinaron

y se filtraron a través de un filtro de nylon de 45 pm.
3.3.1.2.Cuantificacién de compuestos fendlicos

La concentracion de compuestos fendlicos fue determinada segun el método
descrito por Singleton y Rossi (1965) con algunas modificaciones. 1 mL de extracto o
de solucién estandar de acido galico (0-250 mg/L) se afiadié a un matraz aforado de
10 mL y se mezclé con 1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu. Después de 5 min, se
afiadié 1 mL de solucién de carbonato de sodio al 7,5% y se enrasé a 10 mL con agua
destilada. Después de 60 min de incubacion a temperatura ambiente y oscuridad, se
determind la absorbancia a 760 nm utilizando un espectrofotémetro (UNICAM, modelo
UV500). El contenido en fenoles totales se expresé como mg de acido galico por 100 g

de peso fresco, por considerarse el fenol principal de la mayoria de las frutas.
3.3.1.3.Cuantificacién de flavonoides

El contenido en flavonoides se determiné sobre el extracto obtenido para la
determinacion de los fenoles descrito en el apartado 3.1.1.1. Para llevar a cabo la
cuantificacion a 0,1 mL de NaNO, 5% se le afiadié 0,5 mL de extracto. Transcurridos
5 min, se afiadié 0,1 mL de AICI; al 10% y transcurridos 6 min, se afiadié 0,6 mL de
NaOH 1My 1,7 mL de agua destilada (lacopini et al. 2010). La recta de calibrado se

construyo con diferentes concentraciones de catequina (0-100 mg catequina/L).

Se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 510 nm utilizando para ello un
espectrofotdmetro (UNICAM, modelo UV500). El contenido en flavonoides se expreso

como mg de catequina en 100 g de peso fresco.
3.3.1.4.l1dentificacién de compuestos fendlicos

La identificacion de fenoles se realizO mediante cromatografia liquida de alta
resolucion con un equipo Agilent Technologies 1200 Series HPLC system equipado

con un detector DAD y columna Zorbax SB-C18 (150 mm x 4.6 mm i.d.; tamafio
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particula 3.5 pm). Como solvente A se utilizé metanol con 5% acido férmico y como
solvente B agua con 5% de &cido férmico. El flujo fue de 1 mL/min con el siguiente
gradiente: de 0 hasta 5 min, 95% B; de 5 hasta 10 min, 95-88% B; de 10 hasta 35, 88-
75% B; de 35 hasta 50, 75-50% B; de 50 hasta 52, 50-20 % B; y de 52 hasta 60 min,
20-0% B. EIl volumen inyectado fue de 20 L. El detector se fijo a las longitudes de
onda de 280, 340 y 510 nm. Los grupos de compuestos fendlicos analizados fueron
acidos benzoicos (4c. gdlico y vainillina), flavonoides (quercetina, catequina y
epicatequina) y acidos cinamicos (ac. ferrulico, 4c. cumarico y 4c. clorogénico). Todos

los patrones se disolvieron en metanol:agua (80:20; v/v).
3.3.2. Métodos utilizados para determinar la capacidad antioxidante
3.3.2.1.DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

El método utilizado se ha basado en el protocolo descrito por Llorach et al. (2008)
con alguna modificacion. A 1 g de muestra homogénea de fruta se le afiadieron 4 mL
de solucibn metanol:agua 50:50 (v:v) que se homogeneizaron con ultraturrax (IKA-
WERKE,DI 25 Basic, yellow line). Se incub6 en bafio termostatico durante 30 minutos
a 90 °C y posteriormente se enfrio en hielo 5 min. La muestra se centrifugé durante 10
min a 4000 rpm y 4 °C y se recuper0 el sobrenadante. El proceso de extraccion se
repiti6 una segunda vez, combinando posteriormente los sobrenadantes llevandose

finalmente a un volumen total de 10 mL con metanol:agua 50:50 (v/v).

900 pL del extracto o de sus diluciones se mezclaron con 900 pyL de DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl, 133 uM en metanol) y la actividad antioxidante se evalu6
midiendo la variacion de la absorbancia a 515 nm después de 2 h 30 min de
incubacién a temperatura ambiente y en oscuridad. La recta patrén (figura 15) se
realizd con Trolox (0-60 pM) y los resultados se expresaron como mmol de Trolox en
100 g.

Figura 15. Soluciones estandar utilizadas para la recta patron de Trolox (0-60 uM) en la determinacion de
la actividad antioxidante.

22



El aclareo en fruto: ¢ una nueva fuente de compuestos funcionales?

Con este método se determind ademas el porcentaje de reduccion del radical libre
DPPH que nos indica la inhibicién de la actividad de los radicales libres. Se tomaron
50 pL de las muestras anteriormente obtenidas o de metanol:agua 50:50 (v/v) para su
utilizacién como blanco, se afiadieron 150 pL metanol:agua 50:50 (v/v) y 3 mL de
solucion de DPPH (133 puM en metanol). Se incubaron durante 2h y 30 min a
temperatura ambiente y en oscuridad y se midi6 su absorbancia en el
espectrofotdbmetro (UNICAM, modelo UV500) a 517 nm. El porcentaje de reduccion se

calculé aplicando la siguiente férmula:

Abs control—Abs muestra
% reduccion —( ) x 100
Abs control

3.3.2.2.FRAP (Poder Antioxidante de Reduccion Férrica)

Este método utilizado est4 basado en el protocolo descrito por Thaipong et al.
(2006). El reactivo FRAP estéd formado por 25 mL de tampdn acetato 300 mM de pH
3,6 por adicion de &cido acético glacial, 2,5 mL de solucién TPTZ (2,4,6 tripyridil-s-
triazine) 10 mM en 40 mM de HCI y una solucién 20 mM de FeCI3 « 6 H,0. 150 pL de
reactivo FRAP se afadieron a una placa de cultivo de 96 pozillos, se mezcl6 con 20 pL
de extracto obtenido segun se describe en el apartado 3.1.1.1 y se leyo la absorbancia
transcurridos 30 min en un lector multiplaca (Tecan Trading AG, Suiza). La recta
patrén se prepard con Trolox con concentraciones comprendidas entre 0 y 1000 puM.

Los valores fueron expresados como mmol de Trolox por 100 g de peso fresco.
3.3.2.3.0RAC (Capacidad Antioxidante frente al Radical Oxigeno)

Para determinar la capacidad antioxidante mediante este método se adapto el
descrito por Zulueta et al. (2009) y fue llevado acabo mediante un espectrofluorimetro
multiplaca (Tecan Trading AG, Suiza). Todas las soluciones fueron preparadas con
tampén fosfato (75 mM, pH = 7.5). Cada pocillo fue llenado con 50 puL de fluoresceina
(78 nM) y 50 pL de extracto obtenido segln se describe en el apartado 3.1.1.1 o
solucién estandar de Trolox (0-100 pM). La placa fue incubada a 37 °C durante 15 min.
Después, 30 yL de APPH (2,2-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro; 221mM) fue
afiadido y el descenso en la fluorescencia fue medido cada 150 segundos durante 120

min. La concentraciéon fue medida en umol Trolox/g aplicando la siguiente ecuacion:

C Trolox * (AUC muestra - AUC blanco) * k
AUC Trolox - AUC blanco

ORAC (umol Trolox/g) =
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Donde C Trolox es la concentracion (umol) de Trolox, k es el factor de dilucion, y

AUC es el area bajo la curva.
3.3.2.4.Poder reductor

Se utilizd el método descrito por Guo et al. (2011). 1 mL de diferentes
concentraciones del extracto obtenido segun se describe en el apartado 3.1.1.1, se
mezcld con 2,5 mL de tampon fosfato (200 mM, pH 6,6) y 2,5 mL de ferrocianuro de
potasio (KzFe(CN)g) al 1%. La mezcla se incub6 a 50 °C durante 15 min en un bafio
termostético. A continuacién, se afadid 1 mL de &cido tricloroacético al 10% y se
centrifugd a 3000 rpm durante 10 min. 2,5 mL del sobrenadante se mezclaron con 2,5
ml de agua destilada y 0,5 ml de cloruro férrico (FeCls) al 0,1% y la absorbancia se
midié a 700 nm en un espectrofotdmetro (UNICAM, modelo UV500). Como control
positivo se utilizé BHT. El valor ECsq (mg/mL) es la concentraciébn a la cual la

absorbancia del poder reductor es 0,5 y se obtiene por interpolacion lineal.
3.3.2.5.Porcentaje de secuestro del radical superéxido

El porcentaje de secuestro del radical superoxido se determind segun el método de
Royer et al. (2011). 25 mg de fruta fresca se mezclaron con 1 mL de 0,48 mM b-
nicotinamida adenina dinuclet6tida (NADH) y 1 mL de 0,10 mM Nitro blue tetrazolium
(NBT) preparado en tampon fosfato (pH 7,4; 0,01 M). Para iniciar la reaccion se afadio
100 pL de una solucién de 60 uM de metilsulfato de fenazina (PMS) preparado en
tampédn fosfato (pH 7,4; 0,1 M). La reaccion se midié transcurridos 15 min a 30 °C a

una absorbancia de 560 nm.
3.4. Andlisis estadistico

Todos los datos fueron analizados mediante andlisis de varianza ANOVA con el
programa SPSS 16.0. Se realiz6 un test Duncan, p = 0,05, para estudiar las
diferencias significativas entre medias. Para determinar las correlaciones se determind

un test de Pearson (p<0,05). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion inicial del desarrollo madurativo del fruto. Estudio de los

pardmetros postcosecha

Para estudiar las diferencias entre los frutos cosechados tras la fase de aclareo y
los recolectados en su grado de madurez comercial, se analizaron diferentes
parametros agronémicos, fisico-quimicos y fisiolégicos relacionados con la calidad

postcosecha (tablas 10, 11y 12).

Como cabia esperar, tras la recoleccion en su grado de madurez comercial, en las
tres frutas se observdé un aumento en el peso y del calibre del fruto. Ademéas se
produjo un aumento del porcentaje de peso de la pulpa y un descenso en el de la piel,
en los frutos recolectados en el grado de madurez con respecto a los recogidos tras el
aclareo.

Tabla 10. Peso, porcentaje en peso del tipo de tejido y calibre del melocotén 'Royal Glory', nectarina
'‘Laura' y paraguayo 'UFO3' de los frutos del aclareo y madurez comercial.

Fruto Momento_ de | Peso medio Peso tejido (%) Calibre (cm)
recoleccion fruto (g) Piel Pulpa Semilla | Ecuatorial Axial
Melocoton Aclarep 8,56+2,2 18,7+ 2,5 78,1+2,9 3,2+0,6 22,3+1,8 29,3+3,3
Comercial 180,0+15,8 6,6+0,3 87,9+0.9 5,4+0,6 70,9422 68,7+3,1
Nectarina Aclareg 8,5+2,4 19,9423 75,9+1,6 3,5+0,4 23,0+2,3 29,6+2,6
Comercial 154,9+14,7 10,2+0,3 83,8+0,7 6,0£0,5 63,4+1,8 63,7+4,0
Paraguayo Aclareo 3,8+0,4 21,5+2,1 73,7£1,8 3,1+0,7 23,5+2,1 13,5¢1,0
Comercial 107,2+9,9 12,9+0,3 82,97+0,6 4,1+0,3 68,0+4,3 35,9+2,5

Se llevo a cabo ademas la determinacion instrumental de las coordenadas de
color, observandose un aumento de los valores de las coordenadas a* y b*, que
indican el cambio de las tonalidades verdes presentes en los frutos del aclareo a las
més anaranjadas dominantes en los frutos cosechados con grado de madurez
comercial. Como es ldgico, se obtuvo un aumento del indice de madurez determinado
por la relaciéon °Brix/acidez y el descenso de la firmeza del fruto. Los cambios
observados estan relacionados con el desarrollo madurativo natural de las frutas.

Tabla 11. Color, sélidos solubles, acidez, indice de madurez y textura del melocotén '‘Royal Glory',
nectarina 'Laura’ y paraguayo 'UFO3' de los frutos del aclareo y madurez comercial.

Momento Color Soélidos Acidez indice Textura
Fruto de L* - b solubles (9 ac. madurez | (Kglcm?)
recoleccion (°Brix) malico/Kg)

Melocoton Aclareo 47,0+5,0 -1,8+2,9 19,3+4,0 8,1+0,3 7,8+0,1 1,0£0,3 40,9+2 4
Comercial 42,5+3,6 30,9+2,1 16,2+3,4 10,7+0,2 3,7£0,4 2,9+0,5 | 20,442

Nectarina Aclareo 30,346,2 | 9,0+6,3 10,6+6,6 7,6+0,1 8,4+0,2 0,9+0,1 | 34,014
Comercial 29,246,5 35,145,3 26,846,2 10,1+0,3 6,2+0,3 1,6x0,3 12,2+4,6

Paraguayo Aclareo 45,4+4.5 -2,0£2,4 17,5£3,1 7,7£0,2 9,9+0,4 0,8+0,3 32,4+2,0
Comercial 72,946,0 13,5+8,5 35,6+3,8 10,5+0,4 4,4+0,1 2,4+0,2 13,1+3,8

25




El aclareo en fruto: ¢ una nueva fuente de compuestos funcionales?

Ademas de los distintos parametros fisico-quimicos analizados, también se evalué
la influencia del desarrollo madurativo de los frutos en su metabolismo respiratorio.
Para ello se determinaron parametros fisioldgicos como la actividad respiratoria y la
produccion de etileno. La tasa respiratoria, tanto expresada como consumo de O,
como produccion de CO,, es mayor en los frutos del aclareo que los recolectados en
grado de madurez comercial. Por el contrario, los frutos recolectados en pleno
desarrollo presentan una elevada produccion de etileno. Este comportamiento
observado en el metabolismo respiratorio se debe a que estos frutos poseen un patrén
de crecimiento del tipo doble sigmoideo. Asi, mientras que por un lado tiene lugar un
aumento en el tamafio del fruto, por el otro su respiraciobn va descendiendo al
completarse el desarrollo (Cantin et al. 2009). Respecto a la produccion de etileno, los
frutos climatéricos, como es el caso del melocoton, la nectarina y el paraguayo, se
caracterizan por presentar un pico produccion (Cantin et al. 2009) y que nos permite
explicar las diferencias encontradas entre los frutos recogidos en el aclareo y los
cosechados en su madurez comercial. En las figuras 16,17 y 18 se muestran las frutas
en el momento de su recoleccién, tras el aclareo y en su grado de madurez comercial.

Tabla 12. Actividad respiratoria y produccion de etileno del melocotén 'Royal Glory', nectarina 'Laura’ y
paraguayo 'UFO3' de los frutos del aclareo y madurez comercial.

Fruto Epoca Actividad respiratoria 'Produccién
recoleccion 0, (mL/Kg*h) | CO, (mL/Kg*h) | etileno (uL/Kg*h)
Melocoton AcIare(_) 82,1+3,4 58,612,7 0,240,1
Comercial 43,4+3,9 44,2+0,1 1,4+0,2
Nectarina AcIare(_) 63,2+4,5 49 4+4.7 0,1+0,1
Comercial 27,2445 25,8+3,4 1,9+1,0
Paraguayo AcIare(_) 69,416,6 56,916,1 0,240,1
Comercial 41,7+4,6 36,1+3,1 3,50,9

Aclareo

Grado de madurez comercial
Figura 16. Melocoton 'Royal Glory' procedente del aclareo y cosechado en grado de madurez comercial. g
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Figura 17. Nectarina 'Laura’ procedente del aclareo y cosechado en grado de madurez comercial.
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Figura 18. Paraguayo 'UFO 3' procedente del aclareo y cosechado en grado de madurez comercial.

4.2. Estudio del contenido de compuestos fendlicos en los frutos derivados
del aclareo
La concentracion de compuestos fendlicos varid segun la especie y el tejido

estudiado (tabla 13), siendo en general, mas elevada en los frutos recogidos tras el

aclareo (respecto a los de madurez comercial) y con respecto a los tres tipos de tejido,

en la semilla.
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En el caso de los frutos del aclareo del melocoton, los valores mas altos se
presentaron en semilla y pulpa (156,1 y 154,4 mg ac. gdlico/100 g, respectivamente)
mientras que la piel mostroé la menor concentracién (65,4 mg ac. galico/100 g). Esta
concentracion se redujo en un 93,1% (10,7 mg &c. gélico/100 g) y 30,7% (108,2 mg &c.
galico/100 g), en pulpa y semilla, respectivamente, al madurar el fruto. Sin embargo en

la piel (62,1 mg ac. galico/100 g) no se detectaron diferencias significativas.

En la nectarina, los frutos del aclareo también mostraron las concentraciones mas
elevadas, tanto en la piel (92,5 mg &c. galico/100 g) como en la pulpa (119,1 mg &c.
galico/100 g). Sin embargo, la semilla del fruto de madurez comercial presenté una
concentracién superior (278,2 mg ac. galico/100 g) siendo ademas el valor mas alto de

todas las especies y tipos de tejidos analizados.

El comportamiento observado en la tercera especie estudiada, el paraguayo, fue
similar a la nectarina. En el aclareo, la mayor concentracion se presento en la semilla
(167,6 mg ac. galico/100 g), seguida de la piel y la pulpa, que no evidenciaban
diferencias significativas entre ellas. En el grado de madurez de comercial de nuevo el
mayor contenido se obtuvo en la semilla (175,6 mg ac. galico/100 g).

Tabla 13. Contenido en fenoles del melocoton 'Royal Glory', nectarina 'Laura’ y paraguayo 'UFO3' de los
frutos del aclareo y madurez comercial.

Epoca . Fenoles
AT recoIIJecci(’)n e (mg &c. galico /100 g)?

Piel 65,419,2 b
Aclareo Pulpa 154,4+7,6 a
Melocotén Semilla 156,1+24,7 a
Piel 62,1+20,1 c
Comercial Pulpa 10,7+0,8 b
Semilla 108,2+18,7 a
Piel 92,546,4 c

Aclareo Pulpa 119,1+2 4 ab
Nectari Semilla 133,4+126 a
eclarina Piel 64,2100 b
Comercial Pulpa 9,2+0,4 c
Semilla 278,2+46,9 a
Piel 57,346,1 b
Aclareo Pulpa 51,7+3,2 b
p Semilla 167,6£20,2 a
araguayo Piel 93,1148 b
Comercial Pulpa 27,6124 Cc
Semilla 175,6£19,2 a

®Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre medias (p<0,05) para cada

fruto en cada época de recoleccion. En negrita los valores mas altos de cada época de recoleccion.

En lo que respecta al contenido en flavonoides (tabla 14), se observd un

comportamiento similar a lo obtenido en el analisis de compuestos fendlicos. En todas
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las frutas estudiadas, la concentracion mas elevada se obtuvo en la semilla de los

frutos del aclareo.

Tabla 14. Contenido en fenoles y flavonoides del melocotén 'Royal Glory', nectarina 'Laura’ y paraguayo
'UFO3' de los frutos del aclareo y madurez comercial.

Fruto Epoca}, Tejido Flavonoides .
recoleccion (mg catequina/100 g)
Piel 27,3+7,2 c
Aclareo Pulpa 83,7+0,8 b
Melocotd Semilla 99,6+3,6 a
elocoton Piel 28,3:7,1__ b
Comercial Pulpa 5,240,5 C
Semilla 68,2+14,3 a
Piel 48,1+2,2 b
Aclareo Pulpa 67,9+4,8 a
Nectari Semilla 68,5+8,5 a
ectarina Piel 241364 b
Comercial Pulpa 6,1+0,5 C
Semilla 177,4+40,5 a
Piel 24,8+4,1 b
Aclareo Pulpa 22,5+1,0 b
p Semilla 93,9+10,7 a
e Piel 43,6560 b
Comercial Pulpa 12,9+0,6 c
Semilla 95,8+1,7 a

®Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre medias (p<0,05) para cada

fruto en cada época de recoleccion. En negrita los valores mas altos de cada época de recoleccion.

Los resultados obtenidos en el analisis de fenoles y flavonoides presentes en frutos
inmaduros, como pueden ser los procedentes de la préactica del aclareo, coinciden con
lo observado por otros autores. Celli et al. (2011), estudiaron el contenido de fenoles
de diferentes variedades de cerezas en distintos grados de madurez. Obtuvieron
valores comprendidos entre 414 y 518 mg ac. ferrulico/100 g para estados precoces
de madurez y comprendidos entre 245 y 309 mg ac. ferrulico/100 g para el grado de
madurez comercial. Por su parte, Celik et al. (2008) en un estudio realizado en
arandanos determinaron una reduccién de la concentracion de los compuestos
fendlicos desde 799 hasta 474 mg ac. galico/100 g de en frutos verdes y maduros,
respectivamente. Estos descensos pueden ser atribuidos a una serie de cambios
ocurridos durante la maduracién y que incluyen la hidrélisis de glucdésidos, la oxidacion
de fenoles por polifenoloxidasas y la polimerizacion de fenoles libres (Remorini et al.
2008). Ademas, la biodisponibilidad de estos compuestos en funcion del tejido
estudiado también ha sido objeto de diferentes investigaciones. Remorini et al. (2008)
obtuvieron mayores concentraciones (entre 2-6 veces) de fenoles totales en la piel de

melocotones que en la pulpa. Toméas-Barberan et al. (2001) también encontraron que
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la piel de nectarinas, melocotones y ciruelas contenia mayores cantidades de fenoles,

antocianinas y flavonoles que la pulpa.

Desde el punto de vista de la utilizacién de estos subproductos obtenidos de la
practica del aclareo, la forma mas facil y practica de utilizarlos seria su procesado
como fruto entero. Por este motivo se llevd a cabo el analisis tanto de compuestos
fendlicos como de flavonoides en el fruto entero, sin diferenciar entre los tres tejidos
presentes. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 15.

Tabla 15. Contenido en fenoles del fruto entero del melocotén 'Royal Glory', nectarina 'Laura’ y paraguayo
'UFO3' procedente del aclareo.

Fruto ) Fer)qles X Flavon.oides .
(mg ac. galico /100 g)” | (mg catequina/100 g)
Melocotén 123,9+10,8 a 82,9479 a
Nectarina 105,9¢1,2 b 67,5¢4,7 b
Paraguayo 59,2+4,6 C 245+6,1 c

®Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre medias (p<0,05). En
negrita los valores mas altos de cada método analizado.

De los tipos de fruto estudiados, el melocoton es el que presenta la mayor
concentracion de fenoles y flavonoides, mientras que el paraguayo es el que presenta
la menor. En este caso, en el que la maxima concentracion se da en al semilla se
tendria que plantear una etapa previa en el procesado que nos permitiera separar la
semilla del resto del fruto. De esta forma la eficacia de la extraccién seria mucho

mayor.

Por otro lado, resulta interesante comparar los valores de concentracion obtenidos
(tanto de fenoles como de flavonoides) en el analisis de nuestros frutos del aclareo,
con los encontrados en distintos tipos de fruta reconocidos por su alto contenido en
compuestos bioactivos, como pueden ser la cereza (105,0 mg &c. galico/100 g), la
ciruela roja (143,5 mg ac. galico/100 g), la granada (146,9 mg ac. galico/100 g), el
arandano (171,0 mg ac. galico/100 g), la uva (200,1 mg ac. galico/100 g) o la mora
(417,0 mg &c. galico/100 g) (Fu et al. 2011).

4.3. Identificacion de los compuestos fenolicos de mayor interés

Como hemos dicho, en general a los compuestos fendlicos se les atribuyen
propiedades beneficiosas para la salud. Sin embargo existen un gran nimero de
fenoles y no todos poseen la misma actividad. Por ejemplo, a la quercetina se le
atribuyen efectos metabdlicos como antioxidante, antimutagénico y ademas ayuda a
disminuir la agregacién plaquetaria. Con todo ello previene la carcinogenia, el infarto

de miocardio y las enfermedades cardiovascuales y cerebrovascuales. La catequina
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es antimutagénica y disminuye la agregacion plaquetaria, previniendo de esta forma la
carcinogenia. El &c. galico es capaz de reducir la peroxidaciéon de lipidos y por ello es
capaz de prevenir las enfermedades cardiovasculares. Y el &c. clorogénico previene el

cancer de higado y colon (Martinez-Navarrete et al. 2008).

En el caso del melocotdn (tabla 16) procedente del aclareo los fenoles identificados
de mayor concentracion fueron el ac. galico en la piel (31,3 mg/100 g), y el acido
clorogénico en la pulpa (77,1 mg/100 g) y en la semilla (70,6 mg/100 g). En el grado de
madurez comercial desaparecieron el 4c. cumarico y la epicatequina y disminuyeron el

ac. galico, el 4c. clorogénico y la quercetina.

En los frutos de aclareo de nectarina, el fenol con mayor presencia fue el ac.
clorogénico en los tres tejidos estudiados (59,4, 22,9 y 43,9 mg/100 g para piel, pulpa
y semilla, respectivamente) mientras que en los frutos de madurez comercial fue el ac.
clorogénico en la piel (16,6 mg/100 g) y la semilla (35,7 mg/100 g) y la quercetina en la
pulpa (5,5 mg/100 g). En este caso destaca la aparicion de acido ferralico, quercetina y

catequina al ir desarrollandose el fruto (tabla 16).

En el caso del paraguayo (tabla 16), se observa como en el momento del aclareo,
el fenol mas abundante es, al igual que en la nectarina, el acido clorogénico, con
concentraciones de 19,0, 45 y 72,8 mg/100 g en piel, pulpa y semilla,
respectivamente. Al madurar se comprueba como en el fruto se mantiene como fenol
principal el ac. clorogénico en la piel y la pulpa (34,6 y 8,0 mg/100 g, respectivamente),
mientras que en el hueso es la catequina (12,6 mg/100 g) junto con el propio ac.

clorogénico (12,3 mg/100 g).

En la figura 19 se presenta, a modo de ejemplo, el cromatograma obtenido para la
identificacion de los distintos compuestos fendlicos en la pulpa del melocoton derivada
de frutos del aclareo o cosechados en grado de madurez comercial. Se puede
comprobar claramente la influencia del momento del desarrollo madurativo en el perfil
fendlico del fruto y como al ir avanzando en dicho desarrollo la presencia de los
compuestos fendlicos se va modificando. La degradacién y sintesis de nuevos
compuestos es continua durante todo el desarrollo madurativo, comenzando en los

estados mas precoces hasta llegar al grado de madurez organoléptico.

En la nectarina y el paraguayo se observo un comportamiento similar (figuras 20 y
21).
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Tabla 16. Concentracion (mg/100 g) de los fenoles identificados del melocotén '‘Royal Glory', nectarina 'Laura’ y paraguayo 'UFO3' de los frutos del aclareo y madurez

comercial.
: Fenoles (mg/100 g)*
Epoca . - s .
Fruto recoleccion TEieie Ac. gélico AC,' . Epicatequina | Vainillina A?'. A,C'. Quercetina | Catequina
clorogénico cumarico | ferrdlico
Piel 31,347,2 a | 10,4+0,2 b 55+0,1 ¢ - 2,940,2 d - 12,1+ 0,3 b -
Aclareo Pulpa 9,9+0,3 b | 77,1¥44 a - - 2,9+0,3 ¢ - 5,6£0,1 b -
Melocotén Semilla 10,2+0,8 b | 70,6+8,5 a - - 3,5+1,4 ¢ - - -
Piel 3,910,6 ¢ 71405 a - - - - 6,240,2 b -
Comercial Pulpa 1,2+0,2 b | 48+1,1 ab - - - - 54+0,1 a -
Semilla | 4,0£0,1 b | 4,919 ab - - - 5,7+0,7 a | 5,5+0,1 a -
Piel 4,205 b 59,4+3,3 a - - 3,610,1 ¢ - 54+0,1 b -
Aclareo Pulpa 3,103 b 22,9+7,8 a - - - - - -
Nectarina Semilla 7,520,9 b 43,9+1,5 a - - 5,3+0,3 ¢ - - -
Piel 32406 ¢ 16,6+0,9 a - - - 16104 c 6,3:02 b -
Comercial Pulpa - 2,6+0,1 b - - - - 5,5¢0,1 a -
Semilla | 0,1+0,0 d 35,7+1,4 a - - 3,5+0,2 ¢ - 58+0,1 b 0,4+0,1 d
Piel 7,1+0,3 b 19,0+0,6 a 54+0,1 ¢ - 3,2+0,1 d - 55+0,1 ¢ -
Aclareo Pulpa 2,9+0,3 b 45+0,1 a - - - - - -
Paraguayo Semilla 7,0£0,7 b 72,8£2,5 a - - 4,8+0,1 c - - -
Piel 0,1+0,1 d 34,6+0,5 a - - 2,910,1 ¢ - 5540,1 b -
Comercial Pulpa 0,1+0,1 b 8,0+t1,0 a - - - - - -
Semilla | 0,1+0,1 e 12,3+1,1 a 7,910,1 b 0,840,3 d | 3,2+0,1 ¢ | 2,405 c - 12,6+£0,7 a

®Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas entre medias (p<0,05) en cada tejido. En negrita los valores més altos.
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Figura 19. Cromatograma de la pulpa del melocotdn 'Royal Glory' en el aclareo (A) y en el grado
comercial (B) a 280 nm. 1: ac. galico; 2: ac. clorogénico; 3: &c. cumarico; 4: quercetina.
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Figura 20. Cromatograma de la pulpa de la nectarina 'Laura’ en el aclareo (A) y en el grado comercial (B)
a 280 nm. 1: &c. galico; 2: ac. clorogénico.
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Figura 21. Cromatograma de la pulpa del paraguayo 'UFO 3' en el aclareo (A) y en el grado comercial (B)
a 280 nm. 1: ac. galico; 2: ac. clorogénico.

Zheng et al. (2012) también observaron una disminucioén de la concentracion de
compuestos fendlicos en manzana ‘Fuji’ desde el aclareo hasta el momento 6ptimo de
su recoleccion. En su caso, desciende el contenido de todos los fenoles estudiados:
procianidina B1, catequina, ac. clorogénico, ac. cafeico, 4c. cumarico, quercetina-3-

galactoésido y quercetina-3-glucésido.

Tomés-Barberan et al. (2001), evaluaron los cambios producidos en la composicion
fendlica de piel y pulpa de cultivares de melocotdbn y nectarina. En general,
encontraron un mayor contenido en la piel de ac. clorogénico, ac. neoclorogénico,
catequina, epicatequina, procianidina B1, quercetina-3-galactosido, quercetina-3-
glucosido y quercetina-3-rutindsido. Como ocurre en nuestro caso, algunos de estos
compuestos son detectados en la piel pero no en la pulpa. De este estudio se podria
deducir que entre los compuestos que no hemos identificado y que se repiten en
melocotén y nectarina se encuentran flavanoles tales como la procianidina B1 o
flavonoles como la quercetina-3-glucdsido. Orazem et al. (2011) también encontraron
el ac. clorogénico como el fenol mas abundante en la piel de 11 cultivares de
melocotén, mientras que en la pulpa se alternaba entre el ac. clorogénico y el ac.
neoclorogénico. En el caso del paraguayo, existen muy pocos trabajos relacionados

con su estudio. Unicamente hemos encontrado una publicaciéon (Fu et al. 2011) en la
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que al igual que nosotros, también se identificd al ac. clorogénico como el compuesto

fendlico més importante de la pulpa.
4.4, Capacidad antioxidante de los frutos derivados del aclareo

En la bibliografia se pueden encontrar numerosas publicaciones en las que se
describe la capacidad antioxidante de diferentes frutas y hortalizas determinada por
distintos métodos. Entre estos métodos se encuentre el DPPH, FRAP, ORAC, ABTS
(2,2-azinobis (3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico), TEAC (capacidad antioxidante
de equivalentes de Trolox), poder reductor, secuestro del radical superoxido, secuestro
del radical hidroxilo, reduccién del cobre, fotoluminiscencia, etc. Esto conlleva un
problema asociado y es que no existe un método estandarizado para la determinacién
de la capacidad antioxidante total lo que exige una optimizacién de la metodologia

para cada tipo de producto (Prior et al. 2005).

Esta diversidad de métodos es debida a que ninguno de ellos es capaz de
determinar de forma exacta la capacidad antioxidante total de un producto. Esto puede
ser debido a varios factores. Uno es que existen numerosos radicales libres. Ademas
también puede ser debido a que tanto oxidantes como antioxidantes tienen distintas
caracteristicas fisicas y quimicas. Por ultimo, cada método posee un mecanismo de
reaccion diferente que puede estar basado principalmente en la transferencia de
electrones (TE) o en la transferencia de atomos de hidrogeno (TAH). En el primer
grupo encontramos métodos como el FRAP o el DPPH, mientras que en el segundo

grupo encontramos el ORAC (Thaipong et al. 2006).

En nuestro estudio, la capacidad antioxidante fue determinada por 5 métodos
distintos. En la tabla 17 se indican las ventajas e inconvenientes de los diferentes
métodos utilizados.
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Tabla 17. Ventajas y desventajas de los métodos utilizados para la determinacién de la capacidad
antioxidante.

Método Ventajas Inconvenientes
e Los carotenoides pueden interferir
. la medida
* Simple e Es mas accesible para las
DPPH e Rapido

moléculas pequefias
o Afectado por agentes reductor no
antioxidantes

e Espectrofotométrico

e Simple : ., .
« Rapido e Tiempo reaccion variable
FRAP No detecta antioxidantes con
e Robusto . :
- radical tiol
e Espectrofotométrico

Utiliza una fuente de radicales

libres biolégica e Coste equipo necesario elevado
ORAC e Método estandarizado que : Zg\]/zgl(?t?efnargbé?a?‘z?gs
permite una f4cil comparacion P .
e Automatizado e Procesado de datos complejo
0 [Reele e Tiempo reaccion variable
P. reductor e Espectrofotométrico lemp Y
« Repetible o Limite de cuantificacion alto
e Simple
Superéxido e Rapido ¢ No es un oxidante
e Espectrofotométrico e Comparacion dificil
e Precursor de otros oxidantes

El método del radical DPPH mide el cambio de color desde un color violeta a un
color amarillo, cuando el radical libre es reducido por un proceso de donacién de

electrones (Liu et al. 2008).

Utilizando este método se ha comprobado como la mayor capacidad antioxidante
se presenta en la semilla, tanto en el aclareo como en la madurez comercial de las tres

frutas analizadas (tabla 18).

Wijngaard et al. (2012) obtuvieron concentraciones similares a las nuestras en
diferentes frutas y en sus subproductos derivados utilizando el método del DPPH. El
residuo procedente de la elaboracion de zumo de manzana ‘Pink Lady’, presenté una
concentracion 0,16 mmol Trolox/100 g, similar a lo que obtenemos nosotros en el
andlisis de la capacidad antioxidante del fruto de melocotdn, nectarina y paraguayo
derivado del aclareo (tabla 19). Buran et al. (2012) obtuvieron resultados de 2,7y 2,4
mmol Trolox/100 g para las variedades de arandanos Star y Windsor,
respectivamente, utilizando el método del DPPH. Celli et al. (2011) concluyeron que
las cerezas de variedades moradas y rojas de origen brasilefio presentan una

concentracion de 1,1 y 0,8 mmol Trolox/100 g, respectivamente.
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Tabla 18. Actividad antioxidante determinada por DPPH, FRAP, ORAC, poder reductor y secuestro del radical superoxido del melocotén 'Royal Glory', nectarina 'Laura’ y
paraguayo 'UFO3' de los frutos del aclareo y madurez comercial®.

DPPH Poder .
Momento . AR ORAC (umol reductor Radch_aI @
Fruto recoleccion Tejido mmol %. A (mmol Trolox/g) EC superoéxido
Trolox/100g reduccién Trolox/100g) (mg/|”5r$L) (% secuestro)
Piel 0,09+0,01 c 39,2+59 ¢ 1,1+0,6 b 11,1+16 b 38,2+2,1 ¢ 335+14 c
Aclareo Pulpa 0,17+0,02 b 83,210,4 b 2,91+0,5 a 12,8+0,8 b 15,0£1,2 b 61,4+1,2 b
Melocotdn Semilla 0,57+0,03 a 91,6+0,4 a 2,7£0,4 a 16,6+0,6 a | 12,2+0,6 a 65,0+1,2 a
Piel 0,13+0,01 b 66,119,1 b 2,240,7 b 156+1,0 b | 38,5t2,0 a 21,5+0,9 b
Comercial Pulpa 0,04+0,01 c 85+1,0 c 0,2+0,1 ¢ 14,2+0,3 ¢ | 250,2+8,9 b 0,3+t0,1 c
Semilla 0,42+ 0,5 a 87,8t7,1 a 3,3+0,6 a 17,7+0,6 a | 35,3+2,1 a 25,3+1,0 a
Piel 0,14+0,01 b 87,0£1,1 b 3,0£0,2 a 16,604 c 28,310,9 b 32,4+1,1 b
Aclareo Pulpa 0,10+0,03 c 42,1£10,0 c 2,309 b 17,5+0,3 b 35,8t1,7 ¢ 41,112 a
Nectari Semilla 0,49+0,04 a 91,9+0,4 a 3,2+0,4 a 18,705 a | 16,209 a 11,8+1,3 ¢
ectarina Piel 0,26:0,03 b | 83,7204 b 2,6:0,3 b 21,4521 b | 23,6t15 b | 28525 b
Comercial Pulpa 0,05+0,01 ¢ 21,8+3,7 ¢ 0,8+0,1 ¢ 9,910,7 ¢ 192,1+6,5¢ 1,4+0,2 c
Semilla 0,62+0,09 a 91,7£25 a 5,8+0,9 a 26,7+0,3 a 54+0,3 a 33,1+1,7 a
Piel 0,10+0,01 b 41029 b 1,2+0,4 b 1,1+0,1 b 51,8+1,2b 11,6x15 c
Aclareo Pulpa 0,12+0,02 b 41,4127 b 1,2+0,3 b 1,9+0,2 b 49,6£3,2 b 21,515 ab
= Semilla 0,57+0,03 a 91,8+0,3 a 3,0£1,1 a 13,4+1,1 a <5,0 a 23,8+t1,3 a
araguayo Piel 0,25:0,0L b | 83,8£05 b 1,6:0,3 b 13,4:0,7 ¢ | 16,7t1,8 b | 359:2,4 b
Comercial Pulpa 0,09+0,01 c 63,7+3,0 ¢ 0,6£0,1 ¢ 14,8+0,7 b 69,8+4,0 ¢ 0,1+0,1 ¢
Semilla 0,73+0,07 a 92,4+0,3 a 3,4t0,4 a 16,8+0,6 a <5 a 66,7+3,2 a
BHT - - - u <5 -
Catequina’ - - - - - 83,9+0,6

% Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre medias (p<0,05) de cada a fruto para cada época de recoleccién. En negrita los valores mas
altos de cada época de recoleccion.
® Concentracion de 100 mg/mL.

¢ Concentracion de 0,2 mg/mL.
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Tabla 19. Actividad antioxidante determinada por DPPH, FRAP, ORAC, poder reductor y secuestro del
radical superoxido del melocotén 'Royal Glory', nectarina 'Laura’ y paraguayo 'UFO3' de los frutos enteros
procedentes del aclareo®.

DPPH FRAP ORAC Poder Radjcgl A
reductor superoxido

Fruto mmol % A (mmol (umol ECso (%
Trolox/100g reduccion Trolox/100g) | Trolox/g) (mg/mL) secuestro)
Melocotén | 0,20+0,03 a | 84,212 a 2,0:0,3 b 13,1+0,9 b | 21,0+1,0 ¢ 50,6+2,0 a
Nectarina | 0,22+0,01 a | 86,4+0,9 a 2,4+0,1 a 15,8+0,3 a | 29,6+15 b 38,7+0,8 b
Paraguayo | 0,22+0,03 a | 85,1+16 a 1,5+0,1 ¢ 3,4+05 c | 37,7+22 a 20,1+1,6 ¢

% Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre medias (p<0,05). En negrita
los valores més altos de cada método analizado.

® Concentracion de 0,2 mg/mL.

Otra forma de expresar la actividad antioxidante utilizando el método DPPH es
determinar el porcentaje de reduccién del radical. Este método es mas rapido y es muy
atil para poder comparar muestras, siempre y cuando las condiciones de extraccién y
medida sean las mismas. Sin embargo, tiene el inconveniente de que comparar el
resultado con otros estudios que no utilicen el mismo método, puede ser no del todo
fiable. En nuestro caso, los valores mas altos del porcentaje de reduccion se
presentan de nuevo en la semilla de los tres frutos (91,6, 91,9 y 91,8 % de reduccién

para melocotén, nectarina y paraguayo, respectivamente).

El ensayo del FRAP esta basado en la capacidad de la formacién del complejo
Fe*>-TPTZ a partir de Fe*®, y la medida del color azul generado en la muestra debida
esa unién (Vijaya Kumar Reddy et al. 2010). Hemos comprobado como utilizando el
método FRAP, obtenemos valores de capacidad antioxidante mas elevados. Esto
puede ser debido, como hemaos dicho antes, a la existencia de numerosos radicales,
las distintas caracteristicas fisicas y quimicas de los oxidantes y al diferente

mecanismo de reaccion.

Aunque los valores de capacidad antioxidante son mas elevados que los obtenidos
mediante el primer método, la tendencia observada es la misma. En la mayoria de los
casos la actividad antioxidante encontrada en la semilla es significadamente superior a
la mostrada por el fruto entero (tabla 19), lo que nos lleva a plantearnos de nuevo la
necesidad de incluir una etapa previa a la extraccién de compuestos de interés en la
que se separe la semilla del resto del fruto. En funcién de los casos (del tipo de fruto y
tipo de procesado industrial) la necesidad de incluir esta etapa previa dependera de si
las diferencias encontradas en la concentracion de los compuestos de interés son mas

elevadas 0 menos (tabla 20).
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Tabla 20. Actividad antioxidante determinada por DPPH, FRAP, ORAC, poder reductor y secuestro del
radical superoxido del melocotén 'Royal Glory', nectarina 'Laura’ y paraguayo 'UFO3' de los frutos enteros
y la semilla procedentes del aclareo®.

DPPH FRAP ORAC Poder Radjcal A
. (mmol reductor superoxido
Fruto Tejido (mmol (umol

Trolox/1009) TelerdAlole Trolox/g) ECso (%
) (mg/mL) secuestro)
Melocoton Semilla | 0,57+0,03 a | 2,7+04 a | 16,6+0,6 a | 12,2+0,6 a | 65,0+1,2 a
Entero | 0,20+0,03 b | 2,0£0,3 a | 13,1+0,9 b | 21,0+#1,0 b | 50,6+2,0 b
Nectarina Semilla | 0,49+0,04 a | 3,2+0,4 a | 18,7#0,5 a | 16,2+09b 11,813 b
Entero | 0,22+0,01 b | 2,4+0,1 b | 15,8+0,3 b | 29,6+1,5a 38,7+0,8 a
Paraquavo Semilla | 0,57+0,03 a | 3,0+1,1 a | 134+#1,1 a | <50 a 23,8#1,3 a
guay Entero | 0,22+0,03 b | 1,5+0,1 b | 3,4¥05 b | 37,7+2,2b 20,1+1,6 a

®Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre medias (p<0,05) para cada

fruto. ” Concentracion de 0,2 mg/mL.

Samec et al. (2011) también estudiaron la influencia del desarrollo madurativo en la
capacidad antioxidante de diferentes variedades de pepino, utilizando el método
FRAP. Observaron un descenso en la concentracion de Trolox desde la semana 4
hasta la semana 30 después de la floracion. Saura-Calixto y Gofii (2006) determinaron
la capacidad antioxidante de diferentes productos consumidos en la dieta
mediterrdnea espafiola utilizando también este método y obtuvieron valores
comprendidos entre 0,2 y 4,5 mmol Trolox/100 g. Halvorsen et al. (2006) también
analizaron, mediante el método FRAP, diferentes tipos de alimentos consumidos en
Estados Unidos. Los valores de los considerados 50 alimentos con mayor capacidad
antioxidante estaban comprendidos entre 1.0 y 125.5 mmol/100g. Los frutos
procedentes del aclareo evaluados en este estudio presentaron valores comprendidos
en este rango y cercanos al perejil, chili o pimiento, por lo que podrian ser
considerados una importante fuente de compuestos beneficiosos por su alta capacidad
antioxidante. EI método FRAP también se ha utilizado para evaluar la capacidad
antioxidante de los compuestos presentes en la piel, pulpa y semilla de multitud de
frutas. Guo et al. (2011) encontraron los mayores valores en la piel de frutos como el
kiwi o la granada y en la semilla de la uva o el lichi, detectando el menor contenido

generalmente en la pulpa, resultados que coinciden con lo observado en nuestro caso.

El tercer método empleado (método ORAC) tiene un fundamento diferente.
Consiste en la medida del descenso de la fluorescencia de una proteina como
resultado de la pérdida de su conformacién cuando sufre un dafio oxidativo causado
por una fuente de radicales peroxido (ROQ) y actuando los antioxidantes mediante la
transferencia de atomos de hidrégeno (Zulueta et al. 2009). Aunque los valores de
actividad antioxidante son diferentes, el comportamiento es similar a lo encontrado

utilizando los otros dos métodos.
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En la figura 22 se muestra la evolucion de la fluorescencia relativa en funcién del
tiempo medida por el método ORAC para los frutos enteros procedentes de la practica
del aclareo. La actividad antioxidante se obtiene al medir el &rea bajo la curva (AUC),
siendo la actividad mayor cuanto mas alta es el AUC. Se puede observar que la
muestra denominada blanco y que no posee antioxidante, presenta un AUC inferior a
la muestra con 50 pM de Trolox, y ambas muestras inferior a la de 100 uM de Trolox.
También se observa que la nectarina presenta mayor capacidad antioxidante que el

melocotén, siendo el paraguayo el que presenta una menor AUC.

—4—Melocotdén
—fll—Nectarina
Paraguayo

a0 - | Blanco

Fluorescencia relativa (%)

| Trolox 50 pM
Trolox 100 pM

20 x

Tiempo (min)

Figura 22. Evolucion de la fluorescencia relativa (%) en funcion del tiempo (min) para la determinacion de
la capacidad antioxidante determinada por el método ORAC en los frutos del aclareo del melocoton,
nectarina y paraguayo, con Trolox como estandar.

Wu et al. (2004) analizaron una amplia variedad de frutas y hortalizas usando el
método ORAC, y obtuvieron valores comprendidos entre 1,42 (sandia) y 94,6 pumol
Trolox/g peso fresco (ardndanos), con valores de 7,5y 18,6 pumol Trolox/g peso fresco
para nectarina y melocoton, respectivamente. Estos valores estan en consonancia con
los obtenidos en nuestro estudio, con concentraciones mas altas en el melocotén que
en la nectarina, y con la semilla de la nectarina en el grado de madurez comercial
presentando el valor mas elevado de todos. En un informe emitido por el United States
Department of Agriculture (USDA 2010) donde se analizaron diferentes productos
alimentarios consumidos en Estados Unidos, se detallan valores de 9,19 umol Trolox/g

para nectarina y 19,2 umol Trolox/g para melocotén, muy similares a los nuestros.

Existen muy pocos estudios que determinen la capacidad antioxidante de frutos

procedentes del aclareo, y ninguno en frutos de hueso. Zheng et al. (2012) estudiaron
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la evolucion de la actividad antioxidante de la manzana ‘Fuji’ recolectada en diferentes
fechas, desde el aclareo hasta el momento Optimo de recoleccion. Para ello
determinaron la capacidad antioxidante utilizando los tres métodos, DPPH, FRAP y
ORAC, y observaron un descenso de casi el 98% al ir completando el desarrollo
madurativo de los frutos. Este estudio es otro ejemplo del alto potencial que podrian
llegar a tener los frutos del aclareo como fuente importante para la valoracion de los

subproductos.

Ademas de los tres métodos mas ampliamente utilizados para analizar la
capacidad antioxidante, se han optimizado otras dos metodologias relacionadas con la

capacidad antioxidante, el poder reductor y el método del radical superéxido.

El poder reductor evalla la capacidad de un antioxidante para donar electrones y
reducir el Fe™ a Fe*? (Guo et al. 2011), indicando los valores mas bajos de ECs, un
mayor poder reductor, que en nuestro caso corresponden, de nuevo, con la semilla de
las tres frutas, destacando el poder reductor de la semilla del paraguayo que llega a
ser igual que el control empleado como referencia (antioxidante artificial BHT) (tabla
18).

Babbar et al. (2011) determinaron el poder reductor de diferentes residuos
tropicales. Establecieron un ECs, de 10 mg/mL para el BHT, 15 mg/ml para la piel de
la mandarina ‘kinnow’ y de entorno a 20 mg/mL para la semilla y la piel de lichi, valores

gue en la mayoria de los casos, superan a los obtenidos en nuestros frutos.

Aunque el radical superéxido no es por si mismo un gran oxidante, es el
precursor de otras especies reactivas, tales como HO", O, y NO'". En este estudio, los
radicales superoxido son generados por el sistema PMS/NADH y actian como
agentes reductores del NBT. Por lo tanto se comprueba la capacidad de nuestros
extractos de secuestrar el radical superdxido, disminuyendo asi la reduccion del NBT
(Royer et al. 2011).

El comportamiento observado fue similar al método del ORAC, con los porcentajes
superiores de secuestro en el aclareo en cada fruta del 65,0%, en la semilla del
melocoton, seguido de un 41,1% en la pulpa de la nectarina y por ultimo un 23,8% la
semilla del paraguayo (tabla 18). Son destacables los descensos observados en la
actividad de la pulpa durante el desarrollo madurativo del fruto, produciéndose
secuestros del radical superéxido de solamente un 0,3, un 1,4 y un 0,1 % en el

melocotén, la nectarina y el paraguayo, respectivamente (tabla 18).
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Oliveira et al. (2008) obtuvieron reducciones del 20, 25 y 28 % en residuos de
acerola, pifia y fruta de la pasion, respectivamente, con una concentracion de 0,5
mg/ml, por lo que a concentracion superior a la utilizada por nosotros, obtienen
reducciones menores. Estos autores relacionan esta actividad no solo a los

compuestos fendlicos, si no a otros compuestos tales como vitaminas o carotenoides.
4.5. Anédlisis de las correlaciones entre los diferentes métodos

En la tabla 21 se observan las correlaciones existentes para los distintos métodos
investigados en la totalidad de las frutas estudiadas. Se presentan altas correlaciones
positivas entre fenoles y flavonoides (p: 0,957), y entre FRAP y fenoles (p: 0,836) y
FRAP vy flavonoides (p: 0,813). Esto indicaria que los flavonoides son una tipo de
compuestos fendlicos y que por tanto estan altamente relacionados con la capacidad
reductora de los fenoles. Ademas demostraria que el método FRAP esta altamente
relacionado con la capacidad antioxidante de los fenoles y los flavonoides. Sin
embargo, el resto de parametros obtiene unas correlaciones muy pequefas sobre todo
en el poder reductor y el radical superéxido. Esto indicaria que para estas tres frutas,
seria necesario investigar todos los métodos para determinar la capacidad

antioxidante total.

Tabla 21. Correlaciones entre los diferentes métodos investigados para todas las frutas analizadas

Fenoles | Flavonoides DPPH FRAP ORAC | P.reductor | Superoxido
Fenoles 0,957** 0,643** 0,836** | 0,553** -0,232 0,613**
Flavonoides 0,591** 0,813** | 0,566** -0,235 0,595**
DPPH 0,666** | 0,427** -0,299* 0,535**
FRAP 0,661** -0,197 0,411**
ORAC 0,411* 0,263*
P. reductor -0,245
Superoxido

*p< 0,05; **: p< 0,01

Estas correlaciones cambian si estudiamos cada fruta por separado. En el
melocoton (tabla 22), se presentan altas correlaciones entre fenoles y flavonoides (p:
0,967), DPPH (p: 0,856), FRAP (p: 0,809) y radical superoxido (p: 0,905), entre
flavonoides y DPPH (p: 0,858) y superoxido (p: 0,858) y entre DPPH y FRAP (p: 0,884)
y poder reductor (p: -0,850). Esto indicaria que solo seria necesario realizar dos de
estos métodos para conocer la capacidad antioxidante total de esta fruta, y que suele
estar relacionado con el contenido en fenoles y flavonoides. También se observa que
el método ORAC, al tener correlaciones bajas con fenoles y flavonoides y con el resto
de métodos, reacciona con otro tipo de sustancias presentes en los frutos procedentes
del aclareo, ademas de presentar un mecanismo de accion (transferencia de atomos

de hidrégeno) diferente al del resto de métodos. Al-Laith (2010) también observé, en
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especies de trufas del género Terfezia, una alta correlacion positiva entre la porcentaje

de reduccion del DPPH vy los flavonoides (p: 0.966) y entre el método FRAP vy los
fenoles (p: 0.973).

Tabla 22. Correlaciones entre los diferentes métodos investigados para el melocotén 'Royal Glory'

Fenoles | Flavonoides DPPH FRAP ORAC | P.reductor | Superoxido
Fenoles 0,967** 0,856** 0,809** 0,170 -0,758** 0,905**
Flavonoides 0,858** 0,785** 0,180 -0,713** 0,858**
DPPH 0,884** 0,358 -0,850** 0,787**
FRAP 0,496* -0,749** 0,579**
ORAC -0,041 -0,093
P. reductor -0,770**
Superoxido

*:p< 0,05; **: p< 0,01

En la tabla 23, para la nectarina se detectan altas correlaciones positivas entre los
fenoles y flavonoides (p: 0,950), FRAP (p: 0,889) y ORAC (p: 0,822), entre flavonoides
y FRAP (p: 0,813) y entre FRAP y ORAC (p: 0,865). Sin embargo no se detecta

ninguna alta correlacion con el poder reductor o el radical superoxido. Para el

paraguayo (tabla 24) el nUmero de correlaciones es menor, y sélo se presenta entre

fenoles y flavonoides (p: 0,981) y entre el FRAP y los fenoles (p: 0,813) y los

flavonoides (p: 0,824).

Tabla 23. Correlaciones entre los diferentes métodos investigados para la nectarina ‘Laura’

Fenoles | Flavonoides DPPH FRAP ORAC | P.reductor | Superoxido
Fenoles 0,950** 0,525* 0,889** | 0,822** -0,063 0,415
Flavonoides 0,496* 0,813** | 0,730** -0,142 0,466
DPPH 0,677** | 0,656** 0,283 0,370
FRAP 0,865** 0,119 0,391
ORAC 0,460* 0,467*
P. reductor 0,236
Superéxido

*p< 0,05; **: p< 0,01

Tabla 24. Correlaciones entre los diferentes métodos investigados para el paraguayo 'UFO 3'

Fenoles | Flavonoides DPPH FRAP ORAC | P.reductor | Superoxido
Fenoles 0,981** 0,678** 0,813** | 0,566** 0,470* 0,764**
Flavonoides 0,657** 0,824** | 0,569* 0,451 0,789**
DPPH 0,594** | 0,676** 0,270 0,555**
FRAP 0,485* 0,065 0,577**
ORAC 0,197 0,442
P. reductor 0,607**
Superéxido

*:p< 0,05; **: p< 0,01

Todo esto nos sirve para concluir que cada fruta se comporta de forma diferente, y

hay que estudiarla de forma individual, ya que nos es posible extrapolar los diferentes
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métodos entre las distintas frutas, si bien es verdad que en todas se produce una alta
correlacion positiva entre fenoles y flavonoides, debido, posiblemente como hemos

dicho, a que son compuestos de la misma indole.
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5. CONCLUSIONES

1.- Todos los frutos estudiados (melocotdn, nectarina y paraguayo) presentan una
elevada concentracion de fenoles totales (> 100 mg ac. géalico/100g) y flavonoides (>
80 mg catequina/100g), en su fase de desarrollo mas temprana, cuando son recogidos

tras la practica del aclareo.

2.- El fruto entero del melocotdn procedente de la etapa de aclareo es el que mayor
concentracion de fenoles y flavonoides presenta, seguido de la nectarina y por altimo

el paraguayo.

3.- Respecto a los distintos tejidos estudiados, el mayor contenido de fenoles
totales y flavonoides se encuentra en la semilla, sobre todo en los frutos procedentes
del aclareo, por lo que esta parte del fruto podria considerarse como una fuente

importante de compuestos bioactivos.

4.- Los compuestos fendlicos mas abundantes en los frutos del aclareo son el ac.
galico y el &c. clorogénico, especialmente este ultimo, estando presentes en todas las

frutas y tejidos analizados.

5.- Los frutos enteros procedentes del aclareo presentan una elevada capacidad
antioxidante (> 2 mmol/100 g determinado por el método FRAP), similar a la
observada en frutas con reconocido potencial antioxidante como cereza, granada,
arandano o mora. El tejido que presenta una mayor capacidad antioxidante es la

semilla.

6.- Las diferencias observadas entre los distintos métodos de analisis de la
capacidad antioxidante indican la necesidad de identificar otros compuestos (no
analizados en el presente estudio) con poder antioxidante y que también puedan
contribuir al potencial reductor del fruto, como pueden ser las vitamina C y E o algunos

pigmentos como carotenoides o antocianos.

7.- Los frutos derivados de la practica del aclareo de melocotén, nectarina y
paraguayo podrian ser considerados una nueva fuente de compuestos bioactivos
debido a su elevado contenido en fenoles totales y flavonoides y su alta capacidad
antioxidante (principalmente, melocotbn y nectarina). De esta forma, el
aprovechamiento de este tipo de residuo agricola permitiria reducir los problemas
asociados a su gestion, al permitir su reutilizacién y disminuir los posibles problemas

medioambientales que generan.
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