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Resdmen

En esta tesis se ha llevado a cabo un estudio en frutas subtropicales de cultivo local de
la zona costera de Granada y Malaga, asi como en frutas subtropicales importadas,
comercializadas en este litoral. La peculiaridad climatica de esta zona peninsular, unida
a la fuerte demanda de este tipo de frutas por otros paises de Europa, podria impulsar

auln mas el comercio exterior de esta zona.

Mediante una completa serie de técnicas analiticas se han analizado gran cantidad de
parametros fisicos y fisico-quimicos y compuestos bioactivos para caracterizar la
calidad de estas frutas. Asi, se ha determinado el contenido de minerales mediante
espectrofotometria UV/VIS y espectroscopia atomica y la capacidad antioxidante
mediante espectrofotometria UV/VIS; se han determinado compuestos volatiles con
cromatografia de gases bidimensional asociada a espectrometria de masas de tiempo
de vuelo y se ha utilizado cromatografia liquida de ultra resolucién asociada a
espectrometria de masas de tiempo de vuelo para identificacion y cuantificaciéon de
polifenoles individuales. En este sentido, se puso a punto una técnica analitica de
extraccién liquido-liquido de extraccién de polifenoles, con la que se identificaron y

cuantificaron 14 polifenoles de relevancia nutricional.

La gran cantidad y variedad de datos nos demuestran que si bien todas las frutas de
esta zona entran dentro de la categoria comercial Extra y tienen los beneficios
saludables propios de las frutas, el caqui, la chirimoya y el kiwi destacan por su alta
capacidad antioxidante. Una racion de cualquiera de éstas frutas supone mas del 100%
de la ingesta diaria espafiola de capacidad antioxidante en un adulto sano. Asi, esta
elevada capacidad antioxidante estd correlacionada con el contenido en polifenoles de
las frutas subtropicales analizadas. Dentro de ellas, la carambola presentd un perfil

polifenélico muy rico y variado.
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Resdmen

In this work we have carried out a series of studies in subtropical fruits grown locally in
the coastal zone of Granada and Malaga, as well as subtropical fruits marketed in this
coast. The climatic peculiarity of this peninsular attached to the strong demand for this
type of fruit from other European countries, could further boost foreign trade in this

area.

We used a complete set of analytical techniques to determinate many physical and
physicochemical parameters, as well as bioactive compounds to characterize these
fruits. Minerals have been determined with UV/VIS spectrophotometry and atomic
spectroscopy while antioxidant capacity was measured by means of UV/VIS
spectrophotometry; volatile compounds were identified by two-dimensional gas
chromatography linked to time-of-flight mass spectrometry. Ultra resolution liquid
chromatography coupled to time-of-flight mass spectrometry was used for
identification and quantification of individual polyphenols. In this sense an analytical
technique for liquid-liquid extraction of polyphenols was developed in order to identify

and quantify 14 polyphenols nutritional relevance.

The large number and variety of data obtained shows that although all the fruits of this
area fall under the Extra trade category and have the inherent health benefits of fruits,
persimmon, annona and kiwi were characterized by their high antioxidant capacity. A
portion of whatever of these fruits exceeds more than 100% of the daily antioxidant
capacity intake in the Spanish diet of a healthy adult person. Thus, such high
antioxidant capacity was related to the high polyphenol content of the subtropical

fruits studied. Among them, carambola showed a very rich and varied phenolic profile.
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Introduccion

2. INTRODUCCION

2.1. Frutas subtropicales

2.1.1. Definicién

El Cédigo Alimentario Espafol otorga la denominacién genérica de frutas «al
fruto, infrutescencia, la semilla o las partes carnosas de drganos florales que hayan
alcanzado un grado adecuado de madurez para el consumo humano» (Deleuze, 2003).

Las frutas tropicales y subtropicales se definen como frutas pertenecientes a
las zonas climaticas de los trépicos y subtrépicos, respectivamente. Por definicidn,
el clima tropical es un tipo de clima presente en las regiones entre los trépicos (desde
las latitudes 15 a 25° Norte y Sur), y el clima subtropical, el presente en las regiones
entre los subtrépicos (desde las latitudes 252 a 402 Norte y Sur); pero las frutas
tropicales y subtropicales no se limitan a estas areas. Hay regiones en latitudes mas
altas, donde las condiciones climaticas son similares a las de los trépicos y subtrépicos.
Lo que caracteriza a las frutas de estas zonas, no es el area geografica donde crecen,
sino el clima circundante. Muchas frutas tropicales se cultivan en zonas que no estan
clasificadas como tropicales o subtropicales, aunque gozan de un ambiente cdlido,
temperatura constante y una humedad alta (MAGRAMA, 2013). Estas plantas se
caracterizan por tener un follaje perenne (en el sentido de que, si bien sus hojas se
renuevan, nunca quedan sin ellas) y por el nivel de resistencia a heladas (que aunque
variable, segln la especie y edad de la planta, es un nivel muy escaso). Tienen en
comun, por tanto, no soportar el frio y poder ser dafadas o tener trastornos en el

desarrollo cuando la temperatura cae por debajo de 4 °C. (Galan-Sauco, 2007).

2.1.2. Tipos
Las especies tropicales son bastantes mas exigentes en temperatura y humedad
gue las especies subtropicales y requieren para su cultivo comercial un clima con
temperatura media del mes mas frio superior a 10 2C (Watson y Moncour, 1985;
Galan-Sauco, 2007), paralizandose su crecimiento por debajo de los 20 oC vy siendo
especialmente exigentes en humedad ambiental. Ejemplos de estas especies son

algunos frutales nativos del Sudeste de Asia como el durian (Durio zibethinus J. Murr),
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mangostan (Garcinia mangostana L.) o rambutan (Nephelium lappaceum L.). Un buen
ejemplo de una especie frutal subtropical lo constituye el chirimoyo (Annona
cherimolla Mill.) que puede cultivarse igualmente bien en los trépicos o subtrépicos.
Hay también especies intermedias en su adaptacién climatica como el aguacate
(Persea americana Mill.) que puede cultivarse igualmente bien en los trdpicos o

subtrdpicos (Galdn-Sauco, 2007; lllescas et al., 2008).

Entre la larga lista de frutos tropicales, existen otros como los siguientes:
alquejenje (Physalis alkekengi), caqui o kaki (Diospyros kaki), carambola (Averrhoa
carambola) (también llamada tamarindo chino o fruta estrella); coco (Cocos nucifera),
datil (Phoenix dactylifera), fruta de la pasién o maracuya (Passiflora edulis), guayaba/o
(Psidium guajava), kiwano (Cucumis metuliferus), kumquat o quinoto (Fortunella
margaritus), lima (Citrus aurantifolia), litchi o lichi (Litchi chinensis), mango o manga
(Mangifera indica L.) , mangostan (Garcinia mangostana L.), nashi (Pyrus pyrifolia),
papaya (Carica papaya), paraguaya (Prunus persica var. platycarpa), pitahaya
(Stenocereus queretaroensis), rambutan (Nephelium lappaceum L.), curuba o granadilla
(Passiflora tarminiana), tamarillo (Cyphomandra betacea), tamarindo (Tamarindus
indica), jengibre (Zingiber officinale), fiame o yame (Dioscorea spp) y la yuca o
mandioca (Manihot esculenta) (lllescas et al, 2007; lllescas et al., 2008; Clerici et al.,

2011).

Algunas de estas frutas son clasificadas como frutas tropicales principales como
ananas o pina (Ananas comosus) o la papaya (Carica papaya); otras se consideran
frutas tropicales secundarias como el litchi (Litchi chinensis) o el rambutan (Nephelium

lappaceum L.) (FAQO, 2012).

Ademas, frutas como platano (Musa cavendishii), naranja (Citrus aurantium),
mandarina (Citrus tangerina), kiwi (Actinidia spp.) o pifia (Ananas comosus), han
perdido con el paso del tiempo algo de su exotismo original al convertirse desde hace
ya muchos afios en productos cotidianos de nuestra cesta de la compra (lllescas et al,

2007).
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2.1.3. Produccién

Existen miles de frutas tropicales y subtropicales cultivadas en el mundo, de las
cuales solamente alrededor de unas 50 son bien conocidas y sélo unas 10 pueden
considerarse como comercialmente importantes (Galan-Sauco, 2008).

Aunque las frutas tropicales y subtropicales se originaron en casi todos los
continentes, incluyendo las islas del Pacifico, la mayoria son originarias de la zona
tropical y subtropical de tierras de América y Asia. Sélo dos frutos son de importancia
comercial en Oceania, la macadamia (en Queensland, Australia) y el coco (en el
Pacifico), aunque este ultimo se considera pantropical; mientras que sdlo la datilera es
originaria de Africa, y ninguna de Europa (Galan-Satco, 2008).

Asia, América y Africa son las zonas del mundo donde se sabe que existe la
mayor diversidad de plantas frutales tropicales y subtropicales. Hay mas de 3.000
especies de frutas comestibles y frutos en los trépicos, de los cuales, no menos de 300
especies estan en Filipinas y 152 son autdctonas (Coronel, 2001), alrededor de 1000
variedades de fruta salvaje y cultivada estan en Tailandia (Suranant, 2001), y de
acuerdo al Instituto Internacional de Recursos Fitogenéticos (IPGRI), existen al menos
1200 frutas comestibles en el sur de América. En Africa hay 1167 frutas perennes

comestibles (Martin et al., 1987; Bakoumé, 2007).

En relacién a cifras de produccion mundial de frutas tropicales (frescas), en el

afno 2004, se llegd a 18,7 millones de toneladas (FAOSTAT, 2015).

Oceania Africa
yq { 4%
Europa /T~ Américas

02% 8.4%

Asia
878 %

Figura 1. Produccion mundial de fruta tropical (fresca) en el afio 2004 (FAOSTAT, 2015)
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La variedad dominante fue el mango con un 36 % de la produccién mundial de
frutas tropicales. En segundo lugar se situd la pifia, que ascendié al 23 % de la
produccién mundial, seguida de la papaya, con 12,6 % y del aguacate con un 4,8 %.
Otras frutas tropicales secundarias, es decir, cuyo volumen comercial suele ser inferior,
como lichis, durian, rambutdn, guayabas y granadillas, tuvieron una produccién
mundial del 24 % del total de frutas tropicales, lo cual representd un crecimiento del 3
% con respecto al afio anterior (FAO, 2012).

Asia abarco el 87,8 % de la produccién mundial como vemos en la Figura 1.,
siendo la principal regién productora de mango, pifia y papaya en ese afio 2004,
representando respectivamente el 72 %, el 52 % y el 46 % de la produccién mundial de
dichas frutas (FAO, 2012).

En este ano 2004, se estimd que la produccion mundial de frutas tropicales
tendria un incremento anual del 1,7 % con respecto al periodo base 2002-2004, lo cual
significaria que en 2013 la produccién mundial de frutas tropicales seria de 21,5
millones de toneladas. Efectivamente, en el 2013, la produccién mundial de frutas
tropicales (frescas) llegaba a 22,1 millones de toneladas (FAOSTAT, 2015), superando

la cifra calculada por la FAO en el 2004.

Oceania Africa
}/p,—q [ 35%
Europa /"~ Américas

0.3% 9.4%

Asia
866 %

Figura 2. Produccién mundial de fruta tropical (fresca) en el afio 2013 (FAOSTAT, 2015)

La produccién mundial de frutas tropicales (fresca) en el 2013, fue exactamente
de 22.149.059 toneladas (FAOSTAT, 2015). Como se observa en la Figura 2., la mayor

produccién mundial de frutas tropicales se debid a Asia, como en el 2004, pero con un
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86,6 %,, porcentaje algo menor que en 2004; América y Africa ocuparon segundo y
tercer puesto cuya produccion supuso un 9.4 y 3.5 % respectivamente y Europa
produjo 60.762 toneladas (0,3 % de la produccién mundial) , las cuales fueron
producidas integramente por Espafia (FAOSTAT, 2015).

En ese afio 2013, el mango vy la pifia siguieron dentro de los 50 principales
productos a nivel mundial, con una produccion del 43 y 37 %, respectivamente

(FAOSTAT, 2015).

En cuanto a la produccion espaiiola de frutas en general, se encuentra en torno
a las 24,2 millones de toneladas (media del 2008 al 2012) de las que el 54 %
corresponde a hortalizas, el 24 % a citricos, el 11 % a frutales no citricos, el 9 % a
patata y el 2 % a frutos de cdscara. En su conjunto existe una ligera evolucién a la baja
aunque la tendencia varia segun el grupo de productos y el afio de que se trate
(MAGRAMA, 2013).

En el grupo de frutas tropicales si que se aprecia una evolucién a la baja a partir
del 2011. En éste afo se alcanzo el maximo en la produccion de frutas tropicales de los
ultimos 10 anos, con una cantidad de 82.756 toneladas como se aprecia en la Figura 3.
(FAOSTAT, 2015), a partir de ahi y hasta el 2013 ha habido un decrecimiento en la

produccién de frutas tropicales.

rroduccion de producto en €l pals selecCionado  2004-2013
100k
80k

g 2004
= Espaiia: 38,247.00

40k P 5 -

2011
» Espaiia: 82,756.00

toneladas

20k
]
o

ﬂ

Figura 3. Evolucion de la produccion de frutas tropicales (frescas) en Espafia del 2004-2013
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En cuanto al tipo de frutas tropicales mas producidas en Espaia, entre los afios
2008 y 2012, como se observa en la Figura 4., el aguacate fue el de mayor produccién
con un 38 % de la produccidn nacional, seguido de la chirimoya (25 %), el nispero (16
%) y el mango (13 %). La papaya con un 7% y la pifia con un 1%, ocupan los ultimos

lugares en la produccidn nacional de frutas tropicales (MAGRAMA, 2013).

Produccion de Fruta tropical en Espaiia.

B Aguacate W Chirimoyo ®Mispero EMango B Papaya  ®Pifia

Figura 4. Produccion de Fruta tropical en Espaiia, (media 2008-2012) (MAGRAMA, 2013)

2.1.4. Comercio interior y exterior
Segln las previsiones, el comercio de frutas tropicales frescas aumentara en el
proximo decenio. Las frutas tropicales principales corresponden al 75 % de la
produccién mundial de las frutas tropicales frescas y aunque las secundarias se
producen y comercializan en volUmenes mas reducidos, su participacidn en el mercado

ha ido aumentando rapidamente en los ultimos afios (FAO, 2012).

Importaciones:

La importacién mundial en el afno 2011 supuso un total de 27.677.689
toneladas. En primer lugar, como se ve en la Figura 5., el 52 % de esta cantidad fue
importada por Europa seguida por Asia y América del norte con un 26 y 15 %,
respectivamente (FAOSTAT, 2015) Espafia importd un total de 194.436 toneladas en el
2012 de frutas tropicales, lo cual correspondié al 6 % del total de frutas y hortalizas

(MAGRAMA, 2013).
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Importaciones (Tn) 2011 Exportaciones (Tn) 2011

39 1% 3%

%

®Europ W lurops
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B Aménca del Norte
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W Aménica de Sur
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g mOceania
-y w Africa
Figura 5. Importaciones en toneladas de Figura 6. Exportaciones en toneladas de
los distintos paises del mundo (2011) los distintos paises del mundo (2011)

Exportaciones:

En el afio 2011 las exportaciones mundiales figuraron un total de 29.000.129
toneladas. De las que un 76 % fue exportado por el continente europeo y el continente
asiatico (Figura 6.). América del sur ocupa el tercer puesto en toneladas de frutas

exportadas suponiendo el 10 % del total (FAOSTAT, 2015).

Espafa se ha convertido en uno de los principales abastecedores de frutas
tropicales de los mercados del viejo continente (lllescas et al, 2007), exportd un total
de 115.129 toneladas en el 2012, lo cual correspondid al 0,95 % de las exportaciones

de frutas y hortalizas del pais (MAGRAMA, 2013).

2.1.5. Consumo en la poblacion
El consumo mundial de alimentos en el afio 2011 fue de 24,2 kg por persona y
ano. Asia tiene el mayor dato de consumo de alimentos con 26,4 kg por persona y afio,
seguida de Europa con un consumo de 25,8 kg por persona y afio. El dato opuesto lo
proporciona Africa con consumo de alimentos de 13,9 kg por persona y afio (FAO,

2012).

Segun el dltimo informe del Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio

Ambiente de 2013, los hogares espafoles incrementaron en un 2,7 % el consumo de
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frutas frescas en 2012; el consumo per capita del afio 2012 se situé en 103,78 kilos por
persona y afo, frente a los 101,46 kilos por persona y aiio del 2011 (Tabla 1.).

El gasto por persona vy afo, se situé en 134,89 euros, destacando el consumo de
estos productos en las comunidades autondmicas de Castilla y Ledén, Navarra vy
Cantabria. Las naranjas, platanos, manzanas y meldn son las frutas que mayor

presencia han tenido en los hogares espafoles.

CONSUMO PER CAPITA (Kg/persona/afio)

FRUTAS ANO 2011 ANO 2012
Manzana 11,94 11,59
Pera 6,99 6,68
Melocotdn 4,40 4,44
Albaricoque 0,81 0,92
Cerezas 1,57 1,30
Ciruelas 1,74 1,76
Naranjas 19,96 20,02
Mandarinas 6,68 6,90
Platanos 11,03 11,41
Meldn 8,73 9,16
Sandia 7,60 8,71
Kiwi 3,09 4,13
Total Fruta Fresca 101,46 103,78

Tabla 1. Consumo per capita de fruta por persona y afio

Como vemos, en estos cdlculos de consumos la Unica fruta que aparece de

las que entra en nuestro estudio es el kiwi.
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2.2. Costa Tropical de Granada y Malaga

La region climatica de la costa tropical corresponde a la vertiente mediterranea
de los sistemas béticos. En esta zona se combina mucha aridez con lluvias torrenciales
(que desaguan a través de ramblas, las cuales estan secas la mayor parte del afio). Por
otra parte, esta vertiente mediterranea corre paralela al abrigo de las sierras litorales,
lo cual permite, que se alcancen las temperaturas medias mas suaves de la region. Este

hecho es el que favorece la adaptaciéon de las plantas subtropicales (CMAOT, 2015).

Figura 7. Regiones climéaticas de Andalucia (CMAOT, 2015)

Andalucia posee una enorme y variada produccién de frutas y hortalizas. El
sector hortofruticola, es el mas importante dentro del drea agroalimentaria andaluzay
uno de los principales pilares de su desarrollo. Con una produccién anual de 7,5
millones de toneladas de hortalizas y 2 millones de toneladas de frutas, este sector
contribuye con el 49% de lo producido en Andalucia, convirtiéndola en la principal
comunidad exportadora nacional; especialmente de tomates, pimientos, fresas vy

pepinos (CAPDR, 2008).

El litoral mediterrdneo y hasta la ciudad de Adra (Almeria), presenta unas
caracteristicas medio ambientales propias de un clima Mediterrdneo Subtropical; éste
hace que la zona costera de Granada y Malaga sea el Unico ambiente adecuado, en
Andalucia, para este tipo de cultivos subtropicales. Como vemos en la Tabla 2., su

temperatura anual es calida (17-19 2C), que se puede considerar constante dado que la

19



Introduccion

amplitud térmica anual es de apenas 2 2C y tiene una humedad alta, con elevadas

precipitaciones anuales (400-900 mm).

En las vegas de Granada se cultivan hortalizas como el esparrago triguero, la

alcachofa, la cebolla, la lechuga y el tomate ‘cherry’ (CAPDR, 2008). En cambio, entre

los valles de los rios Seco y Verde se extiende una gran cantidad de drboles

subtropicales, ya muy habituales en la imagenes de pueblos como Almufiécar, Vélez de

Benaudalla, Otivar, Molvizar, itrabo, Albonddn, Albufiol, Gualchos, etc.

Area Litoral Depresion del Sierra Litoral Litoral Surco
geografica Atlantico Guadalquivir Morena Mediterraneo  mediterrane intrabético
(hasta Adra) 0y sureste

Tipo de Mediterrd Mediterraneo  Mediterrda Mediterraneo  Mediterrane Continental

clima neo continental neo subtropical o mediterrane
oceanico semiarido subdesértico o

Temperatur 17-19 17-18 16-17 17-19 17-21 13-15

a media

anual (2C)

Precipitaci6  500-700 500-700 60-800 400-900 <300 300-600

n media

anual (mm)

N2 dias de 75-85 75-100 75-100 50-75 <50 60-80

lluvia al afio

N2  meses 4-5 4-5 3-5 4-5 6-8 4-5

de periodo

seco

Amplitud 10-16 18-20 18-20 13-15 13-16 17-20

térmica

anual (2C)

N2 de dias Libre 2-20 20-40 Libre 0-10 30-60

con heladas

al afio

20

Tabla 2. Caracteristicas de los tipos de climas presentes en Andalucia (CMAOT, 2015).
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Los aguacates, nisperos y bananas se situan en las zonas mas altas (entre los
300 y 500 de altitud); mas abajo, en torno a los 200 metros, se hallan los mangos y

pomelos; en el escalén mas inferior, préximo al mar: la chirimoya (Avila, 2006).

En la provincia de Malaga la zona conocida como la Axarquia (regiéon histérica
de Andalucia que se halla en la parte mas oriental de la provincia), es la que se
beneficia de este clima subtropical. Su ambiente es cdlido pero debido a su latitud, la
cercania al mar y la barrera natural de las serranias que la protegen de los vientos
agresivos, se ha constituido como el espacio ideal para garantizar la calidad de los
frutos tropicales en la provincia de Malaga: el aguacate, el mango, la chirimoya o el
nispero en sus diferentes variedades (Olmedo, 2004; Bayram et al., 2012).

Los cultivos de la Axarquia son variados. En el clima semidrido del interior, se
cultivan olivos, vides, almendros y algarrobos, y en las huertas litorales es donde se
cultivan las frutas tropicales (Olmedo, 2004). Los frutales ocuparon también un lugar
muy destacado, con un puesto preferente para los agrios (naranjo y limonero) hasta la
década de los setenta. Actualmente el predominio ha pasado a los frutos tropicales,
encabezados por el aguacate, que se ha extendido y sigue haciéndolo, por los bancales
que invaden las laderas pizarrosas de los Montes de Malaga y del Macizo de Vélez. En
1999 este cultivo ocupaba una superficie de 3.957 has, la mayor parte de ellas, 1.480,
en el municipio de Vélez. En ese mismo afo, el naranjo ocupaba 725 has, el limonero

348 has, el chirimoyo 196 has y el nispero 192 has (Olmedo, 2004).

A g

: ' @
VST Rr eyl Vi miniet ot

Figura 8 . Cultivo de aguacates en la Axarquia. Fuente The Society of Planning and Development

(SOPDE), S.A.
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En Vélez-Malaga, municipio de la provincia de Malaga, se producen vy
comercializan, un total de 16.000 toneladas de frutos subtropicales siendo las especies
cultivadas: aguacate, mango, litchi, chirimoya, kumquat y carambola (CAPDR, 2008).
La chirmoya variedad ‘Fino de Jete’, ocupa el 95% de las 3000 ha cultivadas de la Costa

Tropical de Granada-Mdlaga (CAPDR, 2008).

La principal limitacidén en la expansidon de estos cultivos se debe a que los
precios del suelo estdn aumentando debido a la competencia del florecimiento de la
industria turistica de Espafa, sobretodo en estas zonas mas adaptadas a las frutas
tropicales (Galdn-Sauco et at., 2006a). Sin embargo es una buena alternativa de cultivo
dado que la demanda en la Unién Europea de alguna de esta frutas es muy elevada en

relacién a la produccién actual (Vicent, 2013).
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2.3. Caracteristicas de los frutos a analizar

De la gran gama existente de frutos tropicales y subtropicales centraremos
nuestro estudio en los siguientes: aguacate (Persea americana Mill), caqui (Diospyros
kaki L.), carambola (Averrhoa carambola), chirimoya (Anonna cherimolla Mill), kiwi

(Actinidia chinensis), mango (Mangifera indica L.) y papaya (Carica papaya).

La chirimoya, el mango y el aguacate, son frutas tropicales bien establecidas en
la zona litoral contemplada (Granada y Mdlaga) y usuales en las grandes superficies y
pequefios mercados. El caqui y la papaya, de menor incidencia en el cultivo en dicha
zona, tienen sin embargo, una importante presencia en los mercados y comercios. La
carambola en actual investigacién, forma parte del mercado emergente de nuevos
frutos tropicales. Por ultimo, el kiwi, de altisima relevancia en los comercios, se incluye
en este estudio como modelo comparativo por haber pasado a ser una fruta mas,

perdiendo su exotismo originario.
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2.3.1. Aguacate (Persea americana Mill.)

AGUACATE (Persea americana Mill.)

Taxonomia
Nombre cientifico: Persea americana Mill.
Familia: Lauraceas

'» Género: Persea

Especie: americana

Figura 9. Aguacate Persea americana Mill. (Foto elaboracién propia)
Origen

Desde los tiempos precolombinos esta fruta era consumida por las poblaciones
indigenas, siendo de gran importancia tanto para la civilizacion Maya como Azteca. Fue
introducida por los espafioles a las Antillas, luego se extendié a Florida, California y a
varios paises sudamericanos, donde se generaron mejoras genéticas tanto en factores
agrondmicos como de calidad; luego se dispersd a varias regiones del mundo donde
existian las condiciones ecolégicas para su desarrollo (Garbanzo, 2010).

Durante los ultimos 75 a 100 afios ha surgido desde la casi oscuridad hasta
convertirse en el cuarto cultivo tropical no citrico mas importante. Sélo platanos, pifas
y mangos le exceden en superficie o produccion para exportacién. Las exportaciones
de aguacate (consumo no local), figuran en tercer lugaren cuanto a volumen (Galan-

Sauco, 1991; FAO, 2012).

Morfologia
Es una fruta grande, con forma de pera, de color verde (lllescas et al., 2007); la
piel varia de espesor y la textura y carne del fruto son de color amarillo con una
consistencia similar a la mantequilla cuando esta maduro. Tiene un peso entre 250 y

500 g. (Jackson et al., 1999; Arpaia et al., 2015).

Estacionalidad

Las temperaturas moderadas de las Islas Canarias entre 15 y 28 2C, permite el

cultivo durante todo el afo. En la peninsula, la superaciéon de los 30 2C en los meses de
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julio y agosto limita la cosecha durante estos meses (Galan-Sauco, 2006; Arpaia et al.,
2015).
Consumo y distribucidn geografica

La mayor parte de los aguacates plantados en Espafia (9300 ha), estdn en el sur
de la peninsula, en las provincias de Malaga y Granada. Aunque 700 ha de ese total se
encuentran en las Islas Canarias, donde este cultivo tropical ocupa el segundo lugar
después de la papaya. Espafia produce la tercera parte de los aguacates que se
consumen en la Uniéon Europea, siendo Francia el mercado al que mas exporta (Galan-

Sauco, 2006; MAGRAMA, 2013).

Variedades

Las variedades mas conocidas de aguacate son:

Hass: tamafio terciado, piel rugosa, fina, de color verde oscuro, con pulpa
dorada y sabor a avellana. En Espaia, el 80% procedente de Malaga y Granada es de
esta variedad; el 20% restante de esta variedad de aguacate, esta repartido entre
México y Peru. Es la variedad mas tardia y se produce hasta el mes de julio (CAPDR,
2008; Arpaia et al., 2015).

Bacon: variedad mas temprana, de piel lisa y color verde brillante. El productor
principal de esta variedad es Espafia. La temporada se inicia en octubre. (lllescas et al.,
2008; Bayram, et al., 2012).

En las Islas Canarias las que mas se producen son la variedad ‘Hass’,
principalmente, después ‘Pinkerton’ y por ultimo la variedad ‘Fuerte’. En la costa
tropical de Granada y Malaga, las principales variedades cultivadas son ‘Hass’ y ‘Bacon’

(Galan-Sauco, 2006; MAGRAMA, 2013).

Conservacion
Habitualmente se recolectan en estado preclimatérico (antes del aumento de la
actividad respiratoria en el fruto) y se almacenan en condiciones controladas, a
temperatura ambiente en verano y en camaras en invierno a 15 2C (lllescas et al.,
2008), de forma que la maduracion no tenga lugar hasta el momento de su
comercializacion. Con ello se evitan pérdidas ya que el periodo de conservacién de la

fruta suele ser relativamente corto (Abellan et al., 2010).
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Normas de calidad en el comercio

Las categorias del fruto del aguacate son:

Categoria Extra: son los aguacates de calidad superior y presentan la forma,
desarrollo y coloracién tipica de la variedad (B.O.E. Orden, 5 noviembre 1981).

Categoria |: estos pueden tener ligeras deformaciones, ligeros defectos de
desarrollo y coloracién (B.O.E. Orden, 5 noviembre 1981).

Categoria Extra y I: son los mas comercializados: de 10 a 13 cm y con un peso
habitual de unos 250 g. Se comercializa con un formato de cajas de cartdn de 4 kg, que

contienen unas 14-16 unidades (lllescas et al., 2008).

Categoria Il: comprende frutos que no han podido clasificarse en la categoria |,
pero responden a las caracteristicas minimas de calidad. Se comercializan a granel con
un maximo de 15 kg (lllescas et al.,, 2008) (B.O.E. Orden, 5 noviembre 1981;
Reglamento (CE) n2 831/97 de la Comisién, de 7 de mayo de 1997, por el que se

establecen normas de comercializacién aplicables a los aguacates).

Composicion nutricional y beneficios para la salud

La composicidn quimica general del aguacate comprende un 73,6% de agua,
1,7% de proteinas, 1,1 % de minerales (hierro, calcio y potasio (lllescas et al., 2008)),
0,8% de azucares y almidén y de un 14 al 28 % de grasa (Cabrera-Bautista et al., 1991;
Jackson et al., 1999; Abellan et al., 2010). Debido a este alto porcentaje de grasa es un
fruto de gran valor calérico, por lo que en ocasiones se le ha denominado “mantequilla
vegetal”. En este porcentaje de materia grasa caben destacar acidos grasos tales como
oleico, linoleico y palmitico, ademas de vitaminas A, D y E. (Jackson, et al., 1999;
Abellan et al., 2010). También contiene vitaminas hidrosolubles del grupo B (B1, B2,
B3) (lllescas et al., 2008). Tiene una cantidad elevada de fenoles totales y taninos
(Dembitsky et al., 2011).

Por todo esto, el aguacate se considera un fruto muy nutritivo caracterizado
por un alto contenido en grasa, semejante en composicion al aceite de oliva y con bajo
nivel de sodio (Samson, 1991; Dembitsky et al., 2011) con lo que podria ser un
ingrediente en ensaladas, manera habitual de consumo (lllescas et al., 2008), muy

propicio para individuos con hipertension, mas aun por su alta capacidad antioxidante.

26



Introduccion

2.3.2. Caqui (Diospyros kaki L.)
CAQUI (Diospyros kaki L.)

Taxonomia
Nombre cientifico: Diospyros kaki L.
Familia: Ebendceas
Género: Diospyros

Especie: kaki

Figura 10. Caqui: Diospyros kaki (Foto elaboracién propia)
Origen

El caqui o persimon es una fruta nativa de China, particularmente apreciada en
este pais, ademds de en Japon y Corea. , asi como el drbol, por el colorido de sus hojas,
especialmente en otofio (Jackson et al., 1999; Pomares, 2014).

El cultivo se inicid en China, al igual que en Japén y en Corea, a finales del siglo
VIII. Su introduccion en los paises templados con condiciones climaticas y edafoldgicas
similares a las de su pais de origen , es relativamente reciente y hoy dia ya se cultiva en
otras regiones calidas del mundo (Plaza et al., 2012).

En Estados Unidos aparece en 1828 y de alli, hacia 1870, se lleva a italia, Francia

y Espaiia (Ragazzini, 1985; Plaza et al., 2012).

Morfologia
Es un fruto de color amarillo anaranjado y rojo intenso cuando maduran, piel
de grosor mediano, pulpa de color naranja-rojizo y rojiza una vez alcanzada su
madurez. Existen unas 1000 variedades las cuales se diferencian por su astringencia o
no astringencia. Los astringentes poseen taninos lo que da un sabor aspero al fruto,
son los mas comunes y han de estar bien maduros para su consumo. Los no
astringentes estan libres de taninos y son los de mayor consumo (lllescas, 2008; Plaza,

2012).

Estacionalidad
La recoleccién del fruto tiene lugar entre finales de septiembre y primeros de

noviembre (lllescas et al., 2008; Pomares, 2014).
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Consumo y distribucién geografica

En la actualidad, la produccién nacional estd muy localizada en la Comunidad
Valenciana, en el drea amparada por la denominacién de origen “Kaki Ribera del
Xuquer” que concentra el 50% del total. La superficie dedicada al cultivo dentro de la
zona amparada es de unas 2300 hectareas, estando inscritas cerca de 1800
(Generalitat Valenciana, 2010).

Sin embargo en los ultimos afios, se ha introducido el cultivo del caqui en zonas
de Granada y Malaga como alternativa a otros cultivos, con la esperanza de que dara
trabajo a las empresas comercializadoras de la zona. Hasta 90 hectdreas de tierra
repartidas entre los municipios de Alhama, Zafarraya, Ventas de Zafarraya, Alfarnate y
Loja. La variedad sembrada es esta zona es rojo brillante (Aguilera, 2014).

También hay cultivos de caqui en paises como Israel, Brasil, Perd, Japdn, China,

EEUU, India e Italia (lllescas et al., 2008).

Variedades

Las variedades mas conocidas de caqui son:
Astringentes:

Rojo Brillante o Persimon: Es dulce en la madurez y muy astringente antes de
ella. De piel fina, traslicida y pulpa gelatinosa, sin semillas y de color naranja rojizo en
la recoleccién (Rivero, 2007). Para mejorar las caracteristicas sensoriales de esta
variedad, dada su astringencia, se le realiza un tratamiento des-astringente antes de su
comercializacion. El actual metodo usado por la industria esta basado en aplicar altas
concentraciones de CO,. Bajo condiciones anaerobias los taninos solubles se
polimerizan con acetaldehido y forman un compuesto insoluble, no astringente (Plaza
et al,, 2012).

En Espafia es la variedad con un 80% de produccion, la mayor parte de ellaen la
Ribera del Xuquer (Valencia) siendo denominacién de origen de esta zona. (Generalitat
Valenciana, 2010).

Tomatero: es la variedad producida en un 5% en Espafa. Su sabor es
extraordinariamente dulce cuando alcanza su madurez, de color similar al de un
tomate maduro, redondeado, achatado y de pequeno tamaiio. Pulpa gelatinosa con

textura similar a la mermelada. También llamado “cristalino” por su aspecto en estado
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de maduracion. Tiene cada vez menos incidencia comercial, con tendencia a
desaparecer. Uno de los problemas es que no se puede consumir hasta que ha llegado
a alcanzar un gran punto de madurez, por su excesivo sabor amargo. Origen valenciano

y otras zonas como Extremadura para autoconsumo (lllescas et al, 2008).

No astringentes:

Sharon o Sharoni: se produce en un 15% en Espana. El 80% del que llega a
nuestros mercados es procedente, principalmente, de Huelva, seguido de otros
origenes como Israel (15%) y Perd, junto con Chile (5%). También llamado
“sharonfruit” , “fruta del paraiso” o “albaricoque japonés”, es achatado, con Iébulos
marcados, naranja claro, carne compacta y firme como una manzana. Sabor dulce y

suave. Consumido con cdscara (lllescas et al., 2007).

Conservacion

En general, cuando el fruto esta verde se puede dejar a temperatura ambiente
hasta que madure. Si se quiere acelerar la maduracion se puede meter en una bolsa de
papel, de esta manera en el frigorifico puede durar hasta 3 semanas. En el caso del
sharoni, ademas, hay que tener un especial cuidado para no almacenarlo junto a
manzanas o platanos ya que estos precipitan su punto de maduracién. Se puede
congelar entero o su pulpa (en este caso se puede afiadir unas gotas de limén para que
no pierda color) (Jackson et al., 1999; Illescas et al, 2007).

Una vez maduro el caqui astringente, se puede almacenar cuatro meses o mas
entre -1 y 0 2C. El no astringente puede mantenerse 5 meses o mas a 7 2C (Jackson et

al., 1999; Plaza et al., 2012).

Normas de calidad en el comercio
Los frutos que pertenecen a la DOP de Ribera del Xuquer tienen unas
condiciones muy especificas de calidad, que corresponderian con una Categoria Extra
de cualquier otra variedad. Estas caracteristicas son: los frutos no deben presentar
dafos en la pulpa, pudiendo admitirse ligeros defectos en la epidermis que no afecten
al estado general del producto ni a su calidad. En el momento de la expedicién los

caquis deberan presentarse: enteros, provistos de caliz y pedunculo, sanos, limpios,
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exentos de humedad exterior anormal y exentos de olor y/o saber extrafios. Los caquis
amparados por la denominacion de origen tendran un calibre minimo admitido de 61
mm. de didmetro (Generalitat Valenciana, 2010; ORDEN 40/2010, de 17 de noviembre
, de la Conselleria de Agricultra, Pesca y Alimentacién, por la que se aprueba el
Reglamento de la Denominacién de Origen Protegida Kaki Ribera del Xuquer y su

Consejo Regurador (DOCV num. 6403, de 23 de noviembre de 2010, pag. 43096).

Composicion nutricional y beneficios para la salud

El caqui tiene un elevado contenido de agua y alta cantidad de hidratos de
carbono (fructosa y glucosa), que le confieren su alto valor caldrico. Las proteinas y
grasas son escasas. Contiene vitamina C, betacatotenos y baja cantidad de vitaminas
del grupo B. Tiene fibra soluble, lo que le hace tener efectos laxantes y procinéticos.
También tiene altos nives de minerales, entre ellos, potasio, fésforo, calcio, sodio y
hierro (lllescas et al., 2007; Plaza et al., 2012).

En China es empleado para aliviar problemas digestivos. Su pedunculo se aplica
en forma de unglientos para el hipo, enfriamiento y catarros. También en zumo, como
remedio para bajar la presién arterial (lllescas et al., 2008).

En general se consume como fruta fresca, desecada, en pasteles o mermeladas,
bebidas, batidos y helados. También, en ensaladas o como guarnicién. Se puede tomar
tanto verde como maduro. En verde, enfocado especialmente para la elaboracién de

ensaladas. El maduro para tomar al natural (lllescas et al, 2008; Plaza et al., 2012).
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2.3.3. Carambola: (Averrhoa carambola L.)
CARAMBOLA (Averrhoa carambola L.)

Taxonomia

Nombre cientifico: Averrhoa carambola L.
Familia: Oxalidaceas
Género: Averrhoa

Especie: carambola

Figura 11. Carambola: Averrhoa carambola L. (Foto elaboracidn propia)
Origen
La carambola, originaria del sudeste de Asia (Indonesia) y América del norte
(Florida). Se introdujo en Espafia alrededor del aflo 1970 y esta empezando a ser
cultivada a pequena escala, tanto en las Islas Canarias, como en Andalucia (Galadn-

Sauco et al., 2006a; Clerici et al., 2011).

Morfologia

La fruta es ovalada, con forma estrellada, dividida en 4 6 5 celdas, con 5
costillas longitudinales marcadas cada una de ellas con una semilla. Estas costillas
tienen una longitud de 6 a 15 cm. El peso del fruto oscila entre 90 y 300 g. De piel fina,
translucida y brillante; tiene un color que varia de amarillo blanquecino a intenso color
dorado (lllescas et al., 2008; Clerici et al., 2011). Los cambios de color externo se dan
en la etapa de madurez, junto con el incremento maximo de longitud y didmetro. La
fruta tiene olor aromatico y el sabor varia de agrio (en la fruta joven) a ligeramente

dulce (en la fruta madura)(Thomas et al., 2008).

Estacionalidad
La época normal de recoleccién va desde agosto a febrero; pudiéndose
desplazar en el tiempo segun las zonas de cultivo y el manejo de la poda de

fructificacién (Hernandez et al., 2013).
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Se consume en diferentes paises como Malasia, Tailandia, India, Colombia,
Brasil y Bolivia. En cada lugar se le conoce con nombre populares, como ‘caramboleiro’

en Brasil o ‘Ma-Feung’ en Tailandia (lllescas et al., 2008).

Las variedades que se conocen de carambola son:
De estilo largo:

Arkin: de sabor dulce, originaria de Florida.

Miss: de forma achatada, hundida con pliegues gruesos y un peso entre 250-
400 g.

Er-Ling: suave con un peso superior a 200 g y delicada lo que puede ocasionar
problemas fisicos en su transporte.
De estilo corto:

Fwang Tung: de color verdoso, costillas finas, buen sabor y gran tamano;
originaria de Tailandia (lllescas et al., 2008).
Otras variedades son: Jungle Gold, Thai Knight y Sri Kembangan (Hernandez et al,,
2013).

Sin embargo en los mercados nacionales aun no se especifica correctamente la

variedad, simplemente la demoninan por su nombre cientifico.

El fruto tiene una piel delicada por lo que debe manejarse con sumo cuidado y
protegerse para evitar roces, presentando una vida comercial corta. Puede secarse y

conservarse en lata para hacer un producto mas perecedero (Hernandez et al., 2013).

Categoria I: son los mas comercializados, tienen entre 125 y 200 g (lllescas et

al., 2007; Hernandez et al., 2013).
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La carambola tiene un bajo valor caldrico (46 kcal/100 g de fruta fresca), con
un 11,5 % en carbohidratos y 0,2 % en grasas. Tiene pocas proteinas (0,9 %) y fibra
soluble (2 %), (Clerici et al., 2011). Es rica en oxalato cacico, vitaminas C, betacaroteno
y minerales (potasio, calcio, magnesio y fésforo) (lllescas et al., 2008).

Muestra capacidad antioxidante media. El analisis fitoquimico del fruto,
indica la presencia de saponinas, taninos, alcaloides y flavonoides (Thomas et al.,
2008).

En el Ayurveda (medicina tradicional India) el fruto maduro de Averrhoa
carambola L. (comunmente conocido como "Kamarakh") es considerado como
digestivo, ténico y colagogo. Los frutos desecados también se utilizan para la fiebre y
poseen propiedades antiescorbuticas (debido al alto contenido en vitamina C). Es
considerado como uno de los mejores medicamentos para el resfriado en la India
(Thomas et al., 2008).

En Brasil es recomendada como diurético para los dolores de rifiones y vejiga.
En China se utiliza para calmar la sed, aumentar la secrecion salival y en situaciones de
fiebre (Thomas et al., 2008).

Se consume principalmente como fruta fresca, siendo una fuente importante
de potasio. Ademads se pueden usar en ensaladas, como adorno y complemento en
platos de carne. Procesada se usa en forma de salsas y mermeladas (Herndndez et al.,
2013).

Sin embargo, varios estudios muestran que los pacientes urémicos pueden
sufrir una intoxicacion severa y aguda después de comer o beber jugo de carambola.
La intoxicaciébn se manifiesta con hipo intratable, la aparicion repentina de
entumecimiento de las extremidades, debilidad muscular, alteraciones de conciencia y
convulsiones. Esta toxicidad es debida a una neurotoxina hidrosoluble, aislada en el

fruto (Countinho-Netto et al., 1999; Neto et al., 2003; Vasconcelos et al., 2005).
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2.3.4. Chirimoya ( Annona cherimolla Mill.)

CHIRIMOYA (Annona cherimolla Mill.)

Taxonomia
Nombre cientifico: Annona cherimolla
Muill.

Familia: Annonaceae

Género: Annona
Especie: cherimola
Figura 12. Chirimoya: Annona cherimolla Mill. (Foto elaboracion propia)
Origen

Procede de los Andes peruanos, Colombia y Ecuador. Se extendié a las Antillas,
Venezuela y Filipinas. Aunque la introduccién del arbol chirimoyo parece datarse entre
los siglos XVI y XVIII, el cultivo propiamente dicho en las vegas del litoral granadino y
malagueiio no comienza hasta finales del siglo XIX, principios del XX, en pequefias
explotaciones familiares. No es hasta después de 1940, cuando se inicia la explotacién
intensiva del cultivo que en la actualidad, entre Granada y Mdlaga, puede rondar una
superficie de 3.500 hectdreas, generalmente en los fondos de valles de clima

subtropical a una altitud entre los 25 y 250 m (Avila, 2006; Pelaez, 2013).

Morfologia
El fruto del chirimoyo, la chirimoya (Annona cherimola Mill.) tiene forma cénica
0 acorazonada, de piel suave y blanda, color verde claro, con huellas pronunciadas en
forma de escamas de reptil o huellas de dedos, que oscurecen al madurar. La pulpa es
blanca, cremosa, delicada y jugosa de sabor dulce con un ligero toque acido. Contiene
numerosas semillas de color negro (lllescas et al., 2007). Como "La delicia misma"
definié Mark Twain a estos exéticos frutos, que se cultivan en los valles costeros al sur

de Sierra Nevada (Granada) (CAPDR, 2008).

Estacionalidad
La principal temporada de cosecha es entre octubre y diciembre. Sin
embargo, ya en 2006, Galan-Salco et al., hablaba sobre indicios de que con nuevas

variedades y técnicas de poda, la cosecha podria extenderse a enero y hasta el periodo
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de febrero a mayo. La Estacidon Experimental “La Mayora” (Malaga) que cuenta con el
mayor banco en el mundo de germoplasma de este arbol (300 tipos de chirimoyo,
recogidos de zonas originarias en el sur y centro América), ha conseguido, mediante
técnicas de cultivo retrasar la floraciéon con lo que la fruta madura en primavera. De
modo que la fruta pasa el invierno en el arbol y madura en primarvera, marzo o abril,

con lo cual se amplia el rango de estacionalidad del fruto (Peldez, 2013).

Consumo y distribucidn geografica
Espafna es actualmente el primer productor mundial de chirimoyas,
produciendo alrededor de 30.000 toneladas al afio, de las cuales consume alrededor
del 90 %. Las plantaciones cubren mas de 3.000 hectareas, casi todas en la zona
costera de Granada aunque en las Islas Canarias hay alguna pequefiia plantacion (Galan-
Sauco et al, 2006; MAGRAMA, 2013).

La chirimoya de la Costa Tropical de Granada- Malaga se cultiva en la costa
oeste de Granada y en la costa este de Mdlaga. Los cultivares utilizados proceden de
tipos autéctonos. El principal, Fino de Jete, es una seleccién clonal local, de plantas
crecidas espontdneamente a partir de semillas en la zona del Jete (CAPDR, 2008). La
variedad Campas, le sigue en importancia, y es también resultado de una selecciéon
local (lllescas et al., 2008).

También se produce en climas subtropicales, en paises de la costa andina,
EEUU, Asia, Sudafrica o Israel, entre otros. Existe de forma comercial Unicamente en
Perd, Espafia, Chile, Bolivia, Ecuador, Estados Unidos, Colombia, Sudafrica e Israel

(lllescas et al., 2007; FAQ, 2012).

Variedades

Las principales variedades de este fruto son:

Fino de Jete: mayoritaria en Espafa. Es una seleccion local de la costa de
Granada Malaga, con D.O.P y pertenece a la variedad botanica “Impresa” (lllescas et
al., 2008).

Campas: Otra variedad muy extendida por |la Costa Tropical (lllescas et al.,

2008).
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Estas dos son las Unicas variedades que contempla el articulo 5 de la Orden
APA/3120/2002 que regula la D.O.P. de la “Chirimoya de la Costa Tropical de Granada-

Malaga".

Un cruce entre la chirimoya, variedad ‘Fino de Jete’ y una fruta parecida a ésta,
Thai seedelees, es el estudio objeto de la Estacion Experimental de ‘La Mayora’
(Malaga) en colaboracién con la Universidad Norteamericana de Davis (California),
para obtener chirimoyas sin semillas. Segun todos los estudios llevados a cabo, todo
apunta a que la segunda generacion de fruta que se obtenga de este cruce carecerd de
pepitas, lo que hard mas facil de comer y por consiguiente mucho mas atractiva para el

mercado y los consumidores (Pelaez, 2013).

Conservacion

La chirimoya es un fruto muy delicado y perecedero, cuya piel presenta una
gran susceptiblidad a pardeamientos originados por dafios mecdnicos como roces,
golpes, etc. La manipulacién del producto debe realizarse con extremo cuidado desde
la recoleccidon en campo, hasta el envasado del producto en los almacenes, que debe
realizarse dentro en un periodo inferior a 24 horas (Junta de Andalucia, 2007,
MAGRAMA, 2013).

Las condiciones dptimas de conservacion de la chirimoya, son una temperatura
entre 8-12°C; una humedad relativa de 90-95%; una tasa de respiracion 10°C: 25-100;
tasa de produccion de etileno: 100-300 uL/kg-h y una atmdsfera controlada con 3-5%

02y 5-10% CO2 (lllescas et al., 2008).

Normas de calidad en el comercio
Las categorias de calidad descritas en el pliego de condiciones de la Junta de

Andalucia (2007) de las chirimoyas de la Costa Tropical de Granada-Malaga son:

Categoria Extra (calidad superior) y | (buena calidad), se comercializan en cajas
de madera o cartén de entre 3-4 Kg en una sola capa con alveolo. Esto son unas 4-12

unidades protegidas individualmente con malla de poliespan (CAPDR, 2008).
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Categoria Il (calidad corriente), se comercializa a granel en cajas de madera de
unos 10 Kg (Rivero, 2007; ORDEN APA/3120/2002, de 27 de noviembre, por la que se
ratifica el Reglamento de la denominacién de origen protegida «Chirimoya de la Costa

Tropical de Granada-Mdlaga» y de su Consejo Regulador).

Composicion nutricional y beneficios para la salud

Su componente mayoritario es el agua. Es rica en carbohidratos (hasta un 20%)
y pobre en grasas y proteinas. Muy aromatica y de sabor subdcido, evolucionard a
dulce en el momento del consumo, con un contenido en aztcares solubles de 152 Brix
como minimo (Junta de Andalucia, 2007). Respecto a otros nutrientes, es buena fuente
de potasio y vitamina C, conteniendo también fdsforo, hierro y calcio, y vitaminas Ay B
(lllescas et al., 2008). Su contenido en fibra mejora el estrefiimiento, reduce el
colesterol y controla la glucemia. El potasio mejora la hipertensién arterial o
afecciones de vasos sanguineos y el corazén. Estimula, también, el sistema nervioso y
el funcionamiento muscular, asi como elimina liquidos. La vitamina C, contiene
alcaloides, flavonoides , glucésidos , saponinas , taninos, compuestos fendlicos ,
fitoesteroles,con lo que tiene propiedades antioxidantes que refuerzan el sistema
inmunitario, interviene en la formacion de colageno, huesos, dientes, glébulos rojos y
favorece la absorcion de hierro de los alimentos, asi como la resistencia a las

infecciones y actividad antiestrés (Arunjyothi, 2011),
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2.3.5. Kiwi (Actinidia deliciosa)

Nombre cientifico: (Actinidia deliciosa)
Familia: Actinidiaceas

Género: Actinidia

- Especie: deliciosa

Figura 13. Kiwi: (Actinidia deliciosa) (Foto elaboracion propia)

Procedente de China, donde crece espontdneamente en las provincias situadas
a ambos lado del rio Yang-Tse-Kiang, en los linderos de los bosques a unos 2000 m. de
altitud sobre el nivel del mar. Dicha fruta es conocida en China desde hace varios
siglos, pero no fue hasta mediados del siglo XX cuando adquirié importancia
econdmica. Esto tuvo lugar en Nueva Zelanda (Pino, 1997) donde a principios de 1900,
fue llevada la semilla. En este pais se desarrollaron técnicas para producir el kiwi de
ahora: un fruto grande y de mejor sabor, que fue rebautizado con este nombre, puesto
gue tiene cierto parecido con el ave emblematica de este pais (conocida con este
mismo nombre). A mediados de los 40, el kiwi hizo su entrada en el mercado mundial
como una especialidad gourmet. La popularidad de los kiwis entre los agricultores fue
creciendo y en 1960 comenzaron a cultivarse en California. En Espaiia los primeros
cultivos se remontan a finales de los afios 60 en la provincia de Pontevedra

(MAGRAMA, 2000a).

El fruto es una baya color café, cubierta de suaves pelor que no molestan al ser
cogida con la mano y pueden ser facilmente eliminados si se frota con un pafio. La
pulpa verde, con pequefias semillas negras, es dulce, semidcida, con agradables

aromas (Pino, 1997; MAGRAMA, 2000a).
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Su temporada de recolecciéon y mejor época de consumo tiene lugar entre los
meses de octubre y marzo, a veces también en septiembre y abril (MAGRAMA, 2000b;

Garcia et al., 2014).

Espaina se ha convertido en los ultimos afios en el primer importador europeo
de kiwi, el consumo per capita oscila en los 2 kg/habitante y afio. (MAGRAMA, 2000a).

Actualmente su cultivo se ha extendido a EEUU, Francia, Italia y Chile . Segun
datos de la FAOSTAT (2015), el principal pais productor fue Italia con 431.500
toneladas, seguido de Nueva Zelanda (364.958 toneladas) y Chile (237.104 toneladas).

La produccién espafiola de kiwi ha ascendido de casi 17.800 toneladas, segun
datos extraidos del anuario de estadistica agroalimentaria del MAGRAMA en el 2008,
hasta 23.327 toneladas segun datos de FAOSTAT en el 2015. La mayor produccioén se
concentra en las provincias de Pontevedra (7.750 t aprox.), A Corufia (5.275 t aprox.) y

Asturias (1.920 t).

Algunas de las variedades son:

En Espafia, la variedad Hayward es la mas consumida, aunque desde hace
algunos anos ha aparecido la "gold", un kiwi de pulpa dorada mas dulce y de forma un
poco mas alargada. Sin embargo, su desarrollo en el mercado no esta teniendo la
importancia del kiwi clasico (MAGRAMA, 2000b; Garcia et al., 2014).

Otras variedades menos importantes por el pequeio tamano de sus frutos son:

Monty, Abbot, Bruno, Kramer, Blake, Tomuri y Matua (MAGRAMA, 2000b).

En un lugar fresco, el kiwi puede conservarse durante mucho tiempo. Si lo
conservamos a temperatura ambiente, aguanta hasta 15 dias; si lo refrigeramos, un
mes y si lo congelamos, hasta 6 meses. Si se desea que vayan madurando, hay que
dejarlos a temperatura ambiente. Como la maduracion del kiwi es muy lenta, si se

quiere acelerar se pueden introducir en bolsas junto con manzanas o peras, que
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desprenden etileno. De este modo, se obtienen los kiwis en su punto de maduracién

en cuestion de 8-10 dias (MAGRAMA, 2000b).

A la hora de comprar esta fruta, hay que elegir ejemplares intactos y sin
manchas. Se deben descartar los kiwis muy blandos o dafados porque tienen menos
sabor o sabores extrafios. El tamafio no influye en la calidad del fruto. Para los kiwis
existe la Reglamentacion de la Comision 1673/2004/CE, de 24 de septiembre, por el
que se establece la norma de comercializacién aplicable a los kiwis (DOCE n2 L 300, de

25 de septiembre).

El kiwi aporta una cantidad moderada de hidratos de carbono en forma de
azucares. También contiene fibra, fundamentalmente de tipo insoluble que lo
convierte en un alimento recomendable en caso de estrefiimiento. En cuanto a la
composicidon vitaminica cabe destacar la elevada cantidad de vitamina C. Con el
consumo de un kiwi de tamafio medio, se cubre el 85% de las ingestas diarias
recomendadas para este nutriente. Ademas del acido ascdrbico, estan presentes otras
vitaminas y minerales en este alimento, aunque en proporciones muy inferiores
(magnsesio, fésforo y calcio) (MAGRAMA, 2000b).

Es posible que los supuestos efectos beneficiosos para la salud de este alimento
estén relacionados con sus propiedades antioxidantes, atribuibles no sélo a la vitamina
C sino también a la existencia de otros sustancias bioactivas. Asi encontramos que en
el kiwi hay acido clorogénico, acido hidroxibenzoico, acido cafeico, catequinas,
epicatequinas, quercetina, acido benzoico y derivados (Latocha et al., 2010). El kiwi,
contiene ademas actidina, una enzima similar a la papaina (de la papaya), que favorece
la digestion; y miosmina, un alcaloide del tabaco, del que algunos estudios han
sugerido que puede tener un papel beneficioso en el adenocarcinoma esofagal. Por
ultimo, en la piel del kiwi inmaduro se han aislado fitoalexinas triterpénicas como el
acido actinidico. Las fitoalexinas son sustancias producidas por las plantas como
consecuencia del atagque de microorganismos, que exhiben una alta actividad

antibidtica contra patdgenos de las plantas (MAGRAMA, 2000b).

40



Introduccion

2.3.6. Mango ( Magnifera indica L)

MANGO (Magnifera indica L.)

Taxonomia
Nombre cientifico: Mangifera indica L.
Familia: Anacardiaceae
Género: Mangifera

Especie: indica

Figura 14. Mango: Mangifera indica L. (Foto elaboracién propia)
Origen

Originario del Sudeste asiatico, se considera como una de las frutas cultivadas
por el hombre desde hace mas de cuatro mil afios. Favorito de los antiguos pueblos de
la India, es probable que sea nativo del sur de India y del archipiélago malayo. De ahi
pasé a todas las regiones tropicales y subtropicales. Se cree que fueron los
portugueses los que llevaron el mango a América, plantdandolo en Bahia (Brasil); de alli
pasé a las Antillas, luego a Jamaica, Haiti, y a Hawai. También lo llevaron a la costa
tropical de Africa, extendiéndose hacia el sur hasta el Cabo de Buena Esperanza, a
Madeira y a las Islas Canarias (Fernandez, 1985).

Fue introducido en nuestro pais, por tanto, por las Islas Canarias a finales del
siglo XVIII (Fernandez, 1985), sin embargo, no fue hasta la década de los 70, cuando se
inicid su cultivo comercial. Diez afios mas tarde lo haria en el sudeste de la Peninsula

(Galan-Sauco, 2001).

Morfologia
El fruto es carnoso, sabroso y refrescante. Justo en el centro de la fruta se
encuentra el hueso de forma plana y ovalada. La piel del fruto tiene colores vivos:
rojos, amarillos y tricolores. Un peso estimado entre 150 g y 2 kg. Se estima una
porcidon comestible de 100 gramos por cada 150 gramos de producto fresco. (Galdn-

Sauco, 2001; lllescas et al., 2008).
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Estacionalidad

Segun la variedad, la estacionalidad varia desde agosto hasta diciembre (en la
peninsula), en Canarias es entre junio y febrero (Galan-Sauco et al., 2006; lllescas et al.,
2008, Junta de Andalucia, 2010).

Consumo y distribucidn geografica

Espafa produce unas 19.256 toneladas de mango, de las cuales exporta unas
12.120 a Francia (Galdn-Sauco et al., 2006; Peralta, 2011), Portugal, Alemania y Reino
Unido (Peralta, 2011), e importa 18.229 toneladas, cantidad aproximada a la que
produce (Peralta, 2011). Es el uUnico pais que es, al mismo tiempo, productor,
importador, exportador y consumidor de mango, todo ello con una fuerte dindmica
creciente, sobretodo en produccion e importacién. Ha sido, ademas, el pais del mundo
con mayor tasa de crecimiento de las importaciones de mango en esta década
(Peralta, 2011).

En 2008 se consumieron 25.365 toneladas. La media nacional de consumo se
sitla alrededor de 600 gramos por habitante y afio, muy por encima de la media de la
Unidn Europea, de la que es el quinto pais con mayor consumo por detras de Holanda,
Portugal, Gran Bretafa y Bélgica. La regién mas consumidora dentro de nuestro pais es
Catalufia (Peralta, 2011).

La produccién de mango en el mundo se da mayoritariamente en regiones de
climas tropicales y subtropicales, libres de heladas. En la Costa Tropical esta
experimentando un crecimiento de su produccion afio a afio debido a la entrada en
produccién de la superficie plantada en los Ultimos tiempos, y se espera que esta
tendencia continde (Junta de Andalucia, 2010). Segun las estadisticas de la FAO, en
2015, el pais productor mayoritario es la India, seguido de China. Los siguientes paises

son Pakistan, Méjico, Tailandia, Indonesia, Brasil, Filipinas y Nigeria.

Variedades
La principal variedades de mango es:
Osteen: entre el 70 y el 75% del mango producido en la Costa Mediterranea es
de esta variedad, que con frecuencia, se identifica como “el mango espafiol” en los

mercados europeos (Peralta, 2011).
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Es es cultivar mas cominmente empleado (sobre todo en la peninsula) y
‘Lippens' (en su mayoria en las islas Canarias), pero otras variedades como 'Tommy
Atkins', 'Keitt', 'Kent', 'Irwin’, 'Valencia Pride', 'Torbet' y 'Sensation’ todavia se plantan

a pequena escala (Galdn-Sauco et al., 2006; lllescas et al., 2008).

Conservacion
Se recomienda mantenerlos frescos pero no frios (entre 10-132C) vy
empaqguetados en capas delgadas, en cajas ventiladas de cartéon corrugado o de

madera cuyo fondo tenga un material esponjoso (lllescas et al., 2008).

Normas de calidad en el comercio
Los mas comercializados: aprox. 300-500 g/pieza (categoria extra). Segln su

calidad se clasifican en: Categoria Extra, |, Il y lIl.

Composicion nutricional y beneficios para la salud

El mango tiene un elevado contenido en agua (mas del 85%) y una importante
aportacién en provitamina A y C; poca cantidad del grupo B y E. Contiene minerales
como hierro, potasio y magnesio. Es una rica fuente de fibra soluble (pectinas).
Contiene 4acidos organicos (citrico y malico) y polifenoles (taninos y mangiferina). Su
valor caldrico es elevado, por la alta cantidad de hidratos de carbono (lllescas et al.,
2008).

Su consumo estimula el funcionamiento del sistema inmunoldgico y su
contenido en fibra le confiere propiedades laxantes, ademas de reducir el colesterol y
controlar la glucemia. (CAPDR, 2008). Las vitaminas A y C y polifenoles tiene
propiedades antioxidantes, con lo que reducen el riesgo de enfermedades
cardiovasculares, degenerativas y el cancer. También se le atribuye acciones
beneficiosas frente a bronquitis, fatiga, insomnio, la acidez estomacal y propiedades
diuréticas y, en general, se le considera un excelente depurativo del organismo

(Illescas et al., 2008).
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2.3.7. Papaya (Carica papaya)

Nombre cientifico: Carica papaya
Familia: Caricaceae

Género: Carica

Especie: papaya

Figura 15. Papaya: Carica papaya. (Foto elaboracion propia)

Su origen se ubica en las tierras bajas de la América Tropical,
especificamente en Mesoamérica o la region que incluye el sureste de Méjico hasta
Costa Rica. Fue descrita por primera vez en 1526 por el historiador Fernandez de
Oviedo y en su descripcion menciond que los colonizadores espanoles la llamaban
“higos de mastuerzo” y “papaya de los pajaros”. A través del intercambio natural entre
los primeros pobladores de América y el Caribe, la fruta logré diseminarse por muchas
regiones de esas dreas. También se ha observado una gran concentracién de especies
de Carica en la regién oriental de los Andes, comprendida entre Brasil, Bolivia,
Colombia y Venezuela. Actualmente esta fruta existe en todas las areas tropicales del
mundo. Los mayores productores son Brasil, México, Indonesia y Filipinas (Jiménez,

2002).

Son frutos de cascara lisa y su tamano varia segln la variedad y tipo de planta.
Es una baya ovoide oblonga, grande, carnosa, jugosa, ranurada longitudinalmente. De
color verde amarillento, de color anaranjado o rojizo por dentro con numerosas

semillas parietales (Jiménez, 2002).

La fructificaciéon de la papaya se produce a los 10-12 meses después del

trasplante. Los rendimientos anuales son altos del rango de 60 t / ha, el momento
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adecuado de recoleccién es cuando los frutos empiezan a ablandarse y a perder el

color verde del apice (Galan-Sauco et al., 2006; Belandria et al., 2010).

Sélo en Espafia, la papaya, se cultivan en mas de 150 hectdreas de las Islas
Canarias donde estan mayormente plantadas ( 90 % ) en invernaderos , o bien malla o
pelicula de polietileno, para beneficiarse de las condiciones climaticas controladas
necesaria para una buena calidad de la fruta (Galan-Sauco et al., 2006).

Los principales paises productores son: Centro y Suramérica (Colombia, Brasil,
etc.) e Islas Canarias en Espafia. Otros: EE.UU., Africa Oriental, Sudafrica, Sri Lanka,

India, Malasia, Australia, e Israel (lllescas et al., 2007).

Las variedades mas comercializadas de papaya son:

La variedad de carne mas rojiza y un peso entre los 300-500 g, del grupo Solo:
forma de pera, sabor dulce y cdscara dura, ocupa el primer lugar a nivel mundial en
cuanto a exportaciones.

Sunrise: también del grupo Solo, mas ovalada y ligeramente alargada, de
excelente calidad y buena resistencia al transporte y manipulacién, procede
principalmente de los cultivares de Brasil y las islas Canarias.

Golden, de color dorado y sabor algo mas insipido.

Formosa, brasilefia, también denominada “papaya gigante” o “papayon”, de
gran tamafio que puede llegar a pesar entre los 2-3 kg/unidad, con carne mas

sonrosada, jugosa y dulce (lllescas et al., 2007; Belandria et al., 2010).

La papaya en la etapa de cambio de color puede ser almacenada a
temperaturas tan bajas como 7 °C por no mas de 14 dias y madurara normalmente
cuando se transfiere a temperatura ambiente. Pueden ocurrir sintomas de dano por
frio después de 14 dias a 7 °C en fruta verde madura y después de 21 dias en fruta con
un 60 % de maduracion. El dafio por frio se manifiesta como escaldado de la cascara,
partes internas duras alrededor de los haces vasculares, apariencia mojada de la

cascara y una mayor susceptibilidad a la pudricion. Se ha observado que la pudricién
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de la fruta es menor cuando esta se mantiene a 7 °C por 14 dias que cuando se
mantiene a 12 °C o 13 °C (Jiménez, 2002).

Es recomendable envolver individualmente y empaquetarla con acojinado por
todos los lados para su transporte y comercializacion. Para las pequeias, caja de
carton de 4 kg con alveolo y proteccidn de malla individual, unas 7- 9 piezas caja.
Papaya gigante, caja de cartdon de 9 kg, unas 3-4 piezas envueltas en papel de estraza o

de seda (lllescas, 2007).

En general, la fruta debe de tener las siguientes caracteristicas: estar libre de
golpes, raspaduras, cicatrices pronunciadas u otros defectos en la cascara,
deformidades o presencia de enfermedades o dafios de insectos. La papaya debe ser
fresca, entera y de adecuada madurez. Esto corresponde a la Categorias I, la mas
comercializada: papaya, 300-500 g/ud. Papaydn, 2-3 kg/ud (lllescas et al., 2007,
Belandria et al., 2010).

El contenido en caroteno (vitamina A) en la papaya es uno de los mas elevados
entre las frutas; también la vitamina C se encuentra en abundancia y las vitaminas del
complejo B (B1 y B2) estan presentes,pero en menor proporcion (Jiménez, 2002;
Belandria et al., 2010).

Tiene un alto contenido en calcio y potasio y en menores proporciones,
magnesio, hierro y fdsforo. Escaso contenido en sodio, muy recomendable para
guienes padecen hipertensidn o afecciones cardiovasculares

Buenas aportaciones en fibra (con efecto laxante) y bajo valor caldrico por sus
pequeiias cantidades en hidratos de carbono

Contiene papaina, una enzima parecida a la pepsina que ayuda a diluir las
proteinas de los alimentos. Muy util en problemas digestivos, tales como
gastroenteritis, colitis, hiato, acidez, etc (lllescas et al., 2007; Belandria et al., 2010).

Se consume como fruta fresca, algunos le agregan limén, sal, crema, yogurt o
pimienta y la sirven en cualquiera de las comidas del dia (Jiménez, 2002). Los frutos

maduros de papaya también se emplean para hacer bebidas frescas o bebidas suaves
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carbonatadas, helados, mermeladas, bolas o cubos enlatados con jarabe, fruta

cristalizada, encurtidos y pulpa seca en dulce (lllescas et al., 2008).

Las flores del arbol hervidas y concentrada la decoccién en forma de jarabe,
sirven para aliviar la tos en los estados catarrales y ademds es expectorante. Los
cocimientos de flores pueden usarse en los estados febriles y también para facilitar la
menstruacién. La decoccidn de hojas ha sido usada para aliviar a los asmaticos. En Sri
Lanka la dieta de los nifios y de los invalidos es reforzada con latex, pues su poder
proteoleico facilita la digestion de las proteinas de los alimentos. Las semillas de
papaya son usadas como antihelminticas, emenagogas, febrifugas y carminativas. Los
nifios anémicos y las mujeres en estado de embarazo o aquellas que sufren pérdida de
sangre, encontraran alivio en la papaya, que les brindara el calcio necesario con su
fijador de vitamina C, hierro, fésforo y también la provitamina A, tan necesaria en

estos casos (Jiménez, 2002).
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2.4. Indicadores de la calidad

Las caracteristicas organolépticas y nutricionales de las frutas, dependen de un
gran numero de factores: especies y variedad, condiciones de cultivo, estado de
maduracion, tratamientos fitosanitarios, condiciones y duracién del almacenamiento,
etc. Con respecto al estado de maduracién, éste se establece después de un proceso
que, tanto si tiene lugar en el arbol como después de la recoleccién, esta ligado a una
serie de complejos procesos de transformacién de sus componentes. Tras estos
cambios, la fruta adquiere un grado de madurez donde el sabor, el aroma, el colory la
textura se han visto modificados (Abellan et al., 2010).

Para evaluar el estado de maduracidn, asi como otras propiedades de las frutas
relacionadas con su caracteristicas organolépticas y nutricionales se utilizan diferentes
determinaciones:

Solidos solubles (TTS)

Teniendo en cuenta que los azlcares son el componente mayoritario de las frutas, la
medicion del contenido en sélidos solubles mediante refractometria es un indicador
del contenido de azucares de la muestra de fruta exprimida (Abellan et at., 2010). La
relacion positiva entre el tiempo de exposicion solar y el contenido en sélidos solubles
ha sido estudiado en otros cultivos por diferentes autores (Owusu et al., 1978;

Tombesi et al., 1993).

Acidez (TA)

Este indicador consiste en la medicidn de la acidez total de la fruta exprimida mediante
una disolucién de NaOH O,1 N hasta un pH igual a 8,1; es un procedimiento rapido y
sencillo para el que sélo se requiere una bureta y un pHmetro. El resultado se expresa
en tanto por ciento del &cido organico mayoritario presente (citrico, malico,
etc.)(Abellan et al., 2010).

Indice de madurez

Este indicador es el cociente entre el grado Brix y la acidez (TSS:TA). Se considera que
frutas con niveles altos de azlcares y un cociente azlcar:acidez también elevado son
de mejor calidad que frutas con bajo nivel de azlcar y bajo cociente azucar:acidez

(Rodriguez et al., 2012).
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Acidos orgdnicos

Los acidos organicos son compuestos naturales de las frutas y los vegetales. El flavor
de las frutas esta basado, principalmente en el balance entre azlcares y acidos
organcios (Cano et al., 1994). La concentracion natural de los acidos organicos en las
frutas es interesante de conocer, por su alta influencia en las propiedades
organolépticas (importante en la aceptacién de la fruta por el consumidor) y también
en las propiedades de establidad que esas frutas pueden aportar tras un proceso
tecnolégico (Scherer et al., 2012).

Humedad

El agua libre o absorbida, que es la forma predominante, se libera con gran facilidad y
es estimada en la mayor parte de los métodos usados para el calculo del contenido del
agua (humedad). La forma molecular y la localizacion dentro del producto alimenticio
del agua son factores que afectan de modo significativo a caracteristicas especificas
como apariencia, textura, color, etc. (Bello, 2000).

Cenizas

Las cenizas de los alimentos estan constituidas por el residuo inorganico que queda
después de que la materia organica se haya quemado. Las cenizas obtenidas no tienen
necesariamente la misma composicion que la materia mineral presente en el alimento
original, ya que pueden existir pérdidas por volatilizacidon o alguna interaccién entre los
componentes del alimento. La cantidad o valor obtenido de las cenizas en un alimento
puede considerarse como una medida general de calidad en algunos alimentos.
Durante la determinacion es importante obtener un residuo blanquecino,
completamente libre de particulas oscuras, como carbdén lo que indica que no se ha

incinerado completamente (Bello, 2000)
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2.5. Estrés oxidativo y sistema de defensa antioxidante
2.5.1. Estrés oxidativo
La generacidon de especies reactivas de oxigeno y otros radicales libres
durante el metabolismo celular aerdbico es un proceso normal y necesario que
generalmente se encuentra compensado por los sistemas de defensa antioxidante
enddgenos, los cuales ayudan a mantener el equilibrio redox. No obstante, ciertas
condiciones ambientales, estilo de vida o situaciones patolédgicas pueden derivar
en un exceso de radicales libres que conduzca a una situacién de estrés oxidativo.
Este desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes, debido por un lado a la
sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno, o por otra parte al déficit de
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, se conoce como estrés oxidativo, el cual
estd asociado a numerosas enfermedades (carcinogénesis, enfermedad cardiovascular,
hipertension, diabetes, enfermedades neurodegenerativas-Alzheimer y Parkinson- y
artritis reumatoide) y al proceso normal de envejecimiento (Valko et al., 2007; Attorri
et al., 2010; Devalaraja et al., 2011).

En este punto, la dieta juega un papel importante en la prevencion de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, fundamentalmente a través del
aporte de compuestos bioactivos de origen vegetal, los cuales presentan efectos
sinérgicos o aditivos (Liu, 2004; Devalaraja et al., 2011), que pueden mejorar la defensa
antioxidante directamente, o indirectamente activando y potenciando los sistemas de
detoxificacion y antioxidantes endégenos (Masella et al., 2005; Devalaraja et al., 2011).

Estudios epidemioldgicos han demostrado que, efectivamente, el consumo de
frutas tiene un efecto beneficioso en la salud y contribuye a la prevencidn de procesos
degenerativos, particularmente aterosclerosis y cancer (Temple, 2000; Hashimoto et
al, 2002). Estos efectos beneficiosos, han sido atribuidos en parte a la presencia de
componente bioactivos con atividad antioxidante, cuyo mecanismo de accion es inhibir
la iniciaicidn o impedir la propagacién de las reacciones de oxidacién, evitandose asi el
dafo oxidativo (Shi et al., 2001). Por esta razén, el consumidor debe valorar
positivamente aquellos alimentos vegetales que no sélo le proporcionan nutrientes
indispensables para la vida (hidratos de carbono, proteinas, vitaminas, etc.), sino que
ademas posean sustancias con un posible efecto protector como es el caso de los

antioxidantes (Prior et al., 2000; Pokorny, 2007).
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2.5.2. Sistemas de defensa antioxidante
De acuerdo con Halliwell (1999), los antioxidantes bioldgicos se definen como
aquellas moléculas que cuando estdn presentes en bajas concentraciones respecto a
las biomoléculas que protegen, pueden prevenir o reducir la destruccidon oxidativa de

las biomoléculas.

\

Superdxido dismutasa (SOD)
Catalasa (CAT)

Glutation peroxidasa (GPX)
Glutation reductasa (GSH-Rd)
Glutation-s-transferasa (GST)
Sistema de reparacion del ADN
Proteasa

Fosfolipasas

Enzimaticos

ENDOGENOS ]—

/

J

Acido urico

Albumina

Bilirrubina

Glutation reducido (GSH)
Ubiquinol (coenzima Q)

No enzimaticos

Vitamina C

Vitamina E

Carotenos

Minerales relacionados con
enzimas antioxidantes (Se, Zn,
Cu, Mn)

J —>[ Nutrientes
EXOGENOS ]—

Polifenoles

Y R E—

—>[ No nutrientes

Figura 16 . Sistemas de defensa antioxidante del organismo (Fuente: Halliwell & Gutteridge, 1999) y

Wilcox et al., 2004)

Los sistemas de defensa antioxidante que operan en el organismo pueden
tener un origen enddgeno (integrado por sistemas enzimaticos y no enzimaticos) o
provenir de fuentes externas (antioxidantes de la dieta). Estos se resumen en la Figura

16.
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2.6. Compuestos fendlicos

Los fenoles o polifenoles, son metabolitos secundarios de origen vegetal
considerados como los principales componentes antioxidantes en los alimentos vy
ademas, son los compuestos antioxidantes mdas abundantes en nuestra dieta. Por lo
cual, muchos de los efectos beneficiosos asociados al consumo de alimentos de origen
vegetal, se atribuyen en gran medida, a estos compuestos fendlicos, (Manach et al.,

2004; Rinaldo et al., 2010).

Encontramos distribuidos en todas las plantas estos compuestos fenélicos, pero
sobre todo en frutas y hortalizas y como consecuencia, en sus alimentos derivados,
como son la cerveza, el vino, el aceite de oliva o el zumo del vegetal. También hay

cantidades importantes en leguminosas y cereales (Tabla 3.)

Los polifenoles pueden actuar como antioxidantes mediante dos mecanismos
principales:

e Por su facilidad para ceder un radical hidrégeno de un grupo hidroxilo

aromatico a un radical libre, dada la posibilidad de deslocalizacién de cargas en

el sistema de dobles enlaces del anillo aromatico (Duthie et al., 2003).

e Por su facilidad para quelar iones metdlicos (principalmente hierro y cobre) y
por tanto, inhibir la formacion de radicales libres a través de reacciones de

Fenton (Khokhar et al., 2003).

En la actualidad no existen ingestas diarias recomendadas de polifenoles,
aunqgue las recomendaciones podrian estar basadas en la cantidad de polifenoles
ingeridos dentro del programa “5 al dia” (Williamson et al., 2008). Por ello, utilizando
datos de la USDA de ingestas de polifenoles esperadas en individuos que consumen 5
piezas de frutas o verduras al dia, se podrian alcanzar valores de ingesta >500 mg/dia;
incrementandose dicho valor entre 500-1000 mg/dia si se considera la ingesta de otros
alimentos ricos en polifenoles como infusiones, café, té o cacao (Pokorny, 2007;

Williamson et al., 2008).
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COMPONENTE

Flavonoles

FLAVONOIDEOS

Flavanoles

Flavanonas

Proantocianidinas

Antocianinas

Isoflavonas

NO FLAVONOIDEOS Taninos

ALIMENTO
Oliva, cebolla, col rizada,
lechuga, ardndanos, tomate,
brécol, manzana, judias verdes,
endivias, té negro, cacao,
espinaca, mora, pomelo.
Vino tinto, pera, vino blanco,
manzana.
Limon, Naranja, pomelo.
Arandano, manzana, melocotdn,
ciruela, sorgo, frijol, avellana,
nuez, pistacho, almendra
Sauco, aronia, arandano, mora,
guinda, frambuesa, fresa,
ciruela, nectarina, melocotdn,
lechuga morada, manzana.
Grano de soja maduros secos y
frescos, harina de soja, tofq,
leche de soja, salsa de soja.
Lentejas, frijoles, uva, vino tinto

y blanco, jugo de manzana.

Tabla 3. Fuentes dietéticas de flavonoideos y no flavonoideos (Soriano., 2006)

2.6.1. Clasificacion

Los compuestos fendlicos incluyen una amplia gama de metabolitos

sintetizados a partir de carbohidrados a través del Ciclo de Shikimate, exclusivo de

microorganismos y plantas. Se caracterizan porque en estado puro son dificiles de

disolver en agua pero las interacciones en las que participan en estado natural hacen

posible cierta solubilidad en medio acuoso; su peso molecular varia entre 500 a 3000-

4000; poseen entre 12-16 grupos fendlicos y 5-7 anillos aromaticos por masa

molecular relativa de 1000 y ademas, tienen la propiedad de precipitar algunos

alcaloides, gelatina y otras proteinas en solucion (Haslam, 1998).
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Una de las numerosas clasificaciones existentes (Tabla 4.) agrupa a los

polifenoles mas importantes procedentes de los vegetales, frutas y hortalizas en cinco

grupos estructurales mds abundantes y otro minoritario.

Grupo estructural

Flavonoles y Flavonas planares

Pigmentos antocianidicos

Flavan-3 oles 6pticamente activos

Derivativos del acido hidroxicinamico

Derivativos del acido benzéico

Otros fenoles minoritarios

Flavonoles

Flavonas

Compuesto Fendlico

Kampferol,Quercetina, Isorhamnetina,

Mirecetina

Apigenina, Luteolina, Crisoeriol,

Diosmetina

Pelargonidina, Cianidina, Peonidina,

Delfinidina, Petunidina, Malvidina,

Epigalocatequin-3-galato,
Galocatequin-3-galato,
Epigalocatequina, Galocatequina

Epicatequina, Catequina

Acido clorogénico,

Acido criptoclorogénico,

Acido neoclorogénico,

Acido isoclorogénico , Acido cinamico
Acido p-cumarico, Acido ferulico

Acido sinapico, Acido caféico

Acido gilico, Acido vanillico,

Acido siringico

Flavanonas citricas

Chalconas del tomate
Dehidrochalconas de manzanas
Cumarinas citricas
Furocumarinas del perejil

Estilbenos de uvas (resveratrol)

Tabla 4. Clasificacion general de los polifenoles (Fuente: Tomas-Barberdn et al., 2000)
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De forma genérica y mas sencila se engloban a los grupos flavonoles y flavonas
planares, pigmentos antocianidicos y flavan-3 oles dpticamente activos en un Unico
grupo denominado FLAVONOIDEQS, y el resto de grupos, derivativos de acido
hidroxicinamico, derivativos del dcido benzdico y otros minoritarios, dentro del grupo

de NO FLAVONOIDEOS. Esta es la clasificacidn que utilizaremos.

2.6.1.1. No Flavonoideos
Son compuestos cindmicos y benzoicos. Estan formados por un anillo aromatico
con al menos un grupo hidroxilo y con grupos aldehido, alcohol o acido, solos o

esterificados con acidos organicos o unidos a azucares (Soriano, 2006) (Figura 17.)

. ~
r i Y A. Hidroxibenzoico
ﬁ‘C' os' Acido Galico
L enzoicos ) Acido Vanilico
[ Acido Elagico
. - ) Acido Siringico
Acidos fendlicos
N~
N v
/
Acid Acido Cindmico
C_CI ,OS_ Acido Cafeico
INamicos Acido Clorogénico
A K Acido Sinapico
NO FLAVONOIDEOQOS Acido Cumérico
Acido Ferdlico
v (N
r ] Resveratrol
Estilbenos Piceido
N
-
Compuestos polifendlicos
polimerizados Taninos
N
y
Lignanos ]

Figura 17. Clasificacién fenoles No Flavonoideos
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ACIDOS FENOLICOS

Hay dos clases de acidos fendlicos: derivados del acido benzoico y derivados del
acido cindmico.

El contenido de acido hidroxibenzoico de plantas comestibles es generalmente
muy bajo, con la excepcidn de ciertas frutas rojas, rabano negro, y las cebollas, que
pueden tener concentraciones de varias decenas de miligramos por kilogramo de peso
fresco. Ademas, los acidos hidroxibenzoico son componentes de estructuras complejas
tales como taninos hidrolizables (galotaninos en mangos y elagitaninos en frutas rojas
como las fresas, frambuesas y moras) (Clifford et al. 2000).

Los acidos hidroxicindmicos son mds comunes que los acidos hidroxibenzoico y
consisten principalmente en p-cumarico, cafeico, ferulico y dacidos sindpico. Estos
acidos se encuentran raramente en su forma libre, excepto en los alimentos
procesados que han sufrido congelacidn, esterilizacién, o fermentacion. Se encuentran
en todas partes de la fruta, aunque en mas alta concentracidn en las partes externas
de la fruta madura. La concentracién, de estos fenoles, disminuye con el curso de la

maduracion (Manach et al. 2004).

ESTILBENOS

Se encuentran sdlo en pequeiias cantidades en la dieta humana. Uno de ellos,
el resveratrol, del cual se han demostrado efectos anticancerigenos, se encuentra en
pequefiias cantidades en el vino. Sin embargo, es poco probable el efecto protector de
esta molécula, debido a su baja concentracion en las ingestas nutricionales normales
(Manach et al. 2004).

Se han detectado estilbenos en mas de 70 especies de plantas, incluyendo uvas,

bayas y cacahuetes (Ignat et al. 2011)

COMPUESTOS POLIFENOLICOS POLIMERIZADOS

Entre ellos destacan los taninos, que son oligdmeros de acidos benzoicos y

acidos hidroxicinamicos (Quifiones et al. 2012).
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LIGNANOS

Los lignanos estan formados por dos unidades de fenilpropano. La fuente
dietética mas rica en lignanos es la linaza, la cual contiene secoisolariciresinol y bajas
cantidades de matairesinol. Otros cereales, granos, frutas y algunas verduras también
contienen trazas de estos mismos lignanos, pero las concentraciones en las semillas de
lino son 1.000 veces mas altas que las concentraciones en estas otras fuentes de
alimentos (Adlercreutz et al. 1997).

Los lignanos son metabolizados a enterodiol y enterolactona por la microflora
intestinal. Thompson y colaboradores en 1991 utilizaron una técnica in vitro que
implica la fermentacidn de alimentos por la microflora del colon humano para evaluar

cuantitativamente precursores de enterodiol y enterolactona.

2.6.1.2. Flavonoideos

Los flavonoides, nombre que deriva del latin “flavus”, cuyo significado es
“amarillo”, constituyen la subclase de polifenoles mas abundante dentro del reino
vegetal. Se han descrito mas de 5000 de estos compuestos. Su estructura se basa en
un pirano 2-fenilbenzo(a). Se divide en las subclases flavonas, flavonoles, flavononas,
flavanoles, antocianidinas e isoflavonas. A veces se encuentran unidos a azUcares
formando glucdsidos (Quifiones et al., 2012; Ross et al. 2014) (Figura 18).

La ingesta de flavonoides en la dieta total, en una poblacién mediterranea de

adultos espafioles se estima 313 mg/dia de media.

FLAVONOLES

Son una clase de flavonoides que se encuentran cominmente en muchas frutas
y verduras, su contenido varia ampliamente, dependiendo de factores ambientales,
tales como las condiciones de cultivo, el clima, el almacenamiento y las condiciones de
coccion (Caridi et al. 2007)

La quercetina es el compuesto mdas representativo. Las principales fuentes de
flavonoles son las verduras vy las frutas. El té y el vino son también alimentos ricos en
flavonoles. La biosintesis de flavonoles es un proceso fotosintético. Por ello, estos
compuestos se localizan principalmente en el tejido externo y aéreo de la planta. La

distribucién y la concentracidén de los flavonoles puede ser distinta incluso en frutas
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procedentes de la misma planta; esto se debe a que la localizacién de los frutos

condiciona la exposicion al sol (Quifiones et al., 2012) (Figura 19).

FLAVONOIDEOS
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Figura 18. Clasificacidn fenoles Flavonoideos

FLAVANOLES Y PROANTOCIANIDINAS

Son una subclase de flavonoides que contienen diversos grados de hidroxilacién
en las posiciones 5y 7, del primer y segundo anillo. Han sido ampliamente explotados
en el dmbito de nutracéuticos y suplementos dietéticos; los extractos de té se estan
haciendo muy populares para la produccién de bebidas funcionales; también
determinan la astringencia y amargura de los vinos, que dependen en gran medida del
grado de polimerizacion en las estructuras (Valls et al. 2009).

Los flavanoles mas representativos en los alimentos son de tipo flavan-3-ol, y

estos pueden aparecer como mondmeros (catequinas), como dimeros condensados
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entre si y como oligémeros (procianidinas), o bién pueden aparecer como polimeros
(proantocianidinas o taninos condensados) (Quifiones et al., 2012) (Figura 19).
Funcionan como poderosos antioxidantes y pueden tener actividades

antiinflamatorias (Rasmussen et al., 2005).

FLAVANONAS

Constituyen la mayor parte de los flavanoides en las frutas citricas, como
naranjas, mandarinas, pomelos, limones y limas. Sus estructuras incluyen numerosos
glucésidos Cy O de flavanona, flavona y flavonas metoxiladas (Ross et al., 2014).
Las flavanonas citricas presentan varias acciones antiinflamatorias y actividad contra el
cancer in vitro e in vivo. Se sugiere que es posible que estas acciones estén
relacionadas con su interaccién con enzimas reguladoras clave, que participan en la

activacion celular y la unién al receptor (Ross et al., 2014) (Figura 19).

ANTOCIANINAS

Son responsables de los colores cian y rojo de varias frutas como las bayas
rojas, bayas de uva, bayas del sauco, arandanos, frambuesas, grosellas negro, moras,
cerezas, granadas, o ciruelas; también del color rosa de las berenjenas, remolachas o
patatas. Todos estos frutos se consumen regularmente en la dieta, también se han
utilizado durante mucho tiempo por la industria de alimentos para producir jugos,
refrescos, bebidas alcohdlicas o pasteles (Andersen et al., 2005).

Sus efectos en la salud se han relacionado con sus propiedades antioxidantes y
con beneficios sobre la inflamacién crénica, hipertensién cardiovascular, también con
la prevencion del cancer o con la regulacién del sindrome metabdlico (Kong et al.,
2003) (Figura 19).

La estructura de las antocianinas influye en sus propiedades quimicas, que
tienen importantes implicaciones para su estabilidad, su equilibrio acuoso, su color,
sus efectos de copigmentacién, su reactividad y sus propiedades antioxidantes

(Castafieda-Ovando et al., 2009) (Rivas-Gonzalo et al., 2003).
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ISOFLAVONAS

Las isoflavonas son una subclase de flavonoides que también se describen
como compuestos de fitoestrégenos, ya que exhiben actividad estrogénica. La
estructura bdsica de isoflavona caracteristica es un nucleo de flavona, compuesto de
dos anillos bencénicos unidas a un anillo heterociclico. Los isoflavonoides de la soja
incluyen la genisteina y daidzeina, que se producen principalmente como los
glucdsidos genistina y daidzina. Otras fuentes, como el trébol rojo, alfalfa o puerro son
ricos en otras agliconas, como biocanina A, formonetina o gliciteina. En total, mas de
1.600 isoflavonoides fueron descritos hasta 2004, siendo la soja la fuente mas
estudiado (Andersen et al., 2005).

El potencial de la soja como ingrediente saludable para la formulaciéon de
alimentos funcionales estd siendo estudiando, actualmente, por la industria
alimentaria. El efecto protector de las isoflavonas contra la osteoporosis y los sintomas
de la menopausia ha llevado al lanzamiento de varios productos de soya enriquecida

(por ejemplo, leches de soja, productos lacteos y quesos) (Figura 19).
&
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Figura 19. Estructura de los compuestos Flavonoideos.
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2.6.2. Actividad bioldgica de los compuestos fendlicos

Desde la perspectiva humana, se sabe que los fenoles dietarios afectan
favorablemente la salud.

A lo largo de los ultimos 15 afios se han realizado estudios sobre las
propiedades quimicas y farmacoldgicas de los compuestos fendlicos presentes en
frutas, hortalizas, vino y té. Aunque no son considerados como nutrientes; existen
evidencias de que contribuyen a la quimioprevencién de diversas afecciones humanas.

Por citar alguno de estos estudios iniciales, encontramos que: han sido
incluidos en la prevenciéon de algunas enfermedades coronarias y ciertas clases de
cancer (Grace, et al., 1999); se les ha relacionado con la reducciéon de la mortalidad por
enfermedades coronarias en poblaciones europeas, gracias a su actividad
antiaterogénica y evitar la agregacion plaquetaria, al prevenir la modificacién oxidativa
de las lipoproteinas de baja densidad (Tomita, et al., 1999); también se les ha dado un
rol especifico en la inhibicion de los estadios iniciales de desarrollo, promocién y
progresién de tumores (Hagerman et al, 1999); y por citar uno mas, se vié que su
estructura quimica incrementaba la actividad anticarcinogénica especifica mediada por
el hospedador, a través de la activacion de macroéfagos (Miyamoto et al., 1999).

En los ultimos estudios, se continda destacando la relacion entre la capacidad
antioxidante y la prevencion de enfermedades cardiovasculares, cancer, cataratas,
disfuncién cerebral e inmune (Casp et al., 2014), asi como la relacién, mas especifica,
entre la capacidad antioxidante con una determinada estructura, a una determinada
concentracion y en una clase de compuesto especifico, (Madrid et al., 2013).

En relacidon a enfermedades cardiovasculares, estudios como el de Stoclet et al.,
en 2004, sugieren que las dietas ricas en polifenoles estdn asociadas a la proteccién
contra estas enfermedades, debido a que los efectos antioxidantes de los polifenoles
sobre estructuras especificas, mejoran la funcién del endotelio cardiaco.

La suplementacién con semilla de uva, piel de la uva, o de los productos de vino
tinto, puede ser un complemento util a tener en cuenta para un enfoque de la dieta en
la prevencion de las enfermedades cardiovasculares (Leifert et al., 2008).

Otros estudios realizados en anillos de aorta o en arterias mesentéricas de
ratas, mostraron que los compuestos polifendlicos presentes en el vino tinto pueden

inducir a relajacion del endotelio dependiente (Perez et al., 2006).
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La agregacion plaquetaria juega un papel fundamental en el desarrollo de la
aterosclerosis, otra enfermedad cardiovascular de alta incidencia en la poblacién
actual. Pues bien, en un estudio realizado con antocianinas pudo demostrarse que
estos compuestos son capaces de inhibir la funcién plaquetaria, consiguiendo un
efecto antiagregante, el cual puede asociarse a una menor incidencia y prevalencia de
la enfermedad cardiovascular, (De Gaetano et al., 2002). También la terapia
antioxidante es eficaz en las primeras etapas de la aterosclerosis mediante la
prevencion de la oxidacion LDL y la lesidn oxidativa de endotelio (Kaliora et al., 2006) e
inhibiendo algunas enzimas relacionadas con la sintesis de colesterol endégeno, con el
metabolismo hormonal y con la sintesis de los acidos grasos (Soriano, 2006).

El efecto antitrombdtico de los polifenoles puede justificarse en base a su
capacidad para inhibir enzimas implicadas en la sintesis de eicosanoides, como el
tromboxano A2 (TXA2), la ciclooxigenasa (COX), y la lipooxigenasa (LPO). Estos
compuestos inhiben por lo tanto la sintesis de moléculas derivadas del acido
araquiddnico que estan directamente involucradas en la regulacion de la homeostasis

vascular (Murphy et al., 2003).

Se ha contemplado que una bebida rica en estos polifenoles puede constituir
un alimento funcional con respecto a su actividad antimicrobiana contra patégenos
intestinales. Se vio que los acidos galico, vanillico, protocaquético, querquecina, rutina,
cafeico y catequina, desarrollan su actividad inhibitoria sobre las bacterias mediante la
adsorcién de las membranas celulares, la interaccidn con enzimas, sustratos y la
deprivacion de los metales idnicos. Por ello pueden afectar al crecimiento microbiano,

a su metabolismo, y por tanto, a la viabilidad de la bacteria (Rodriguez et al., 2007).

El estudio de Sun et al., 2012, fue el primero en demostrar que los extractos de
piel de uva pueden inhibir significativamente la migraciéon de células 4T1 de ratén en
carcinoma de mama. Los resultados del estudio de Shukitt-Hale et al., 2006 revelan
que ratas que bebieron zumo de uva al 10% a partir de los 19 a 21 meses de edad,
tuvieron mejoras en el rendimiento cognitivo de un laberinto de agua de Morris; y el
zumo de uva al 50% produjo mejoras en la funcion motora; los resultados sugirieron

gue, ademas de sus efectos beneficiosos conocidos, sobre el cancer y enfermedades del
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corazén, los polifenoles en los alimentos pueden revertir el curso del envejecimiento

neuronal y conductual.
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2.7. Determinacion de la capacidad antioxidante

Para predecir el potencial antioxidante de los alimentos, es importante
determinar la capacidad antioxidante de éste, tanto sobre el organismo humano, como
frente a las reacciones de alteracién que disminuyen la calidad y valor nutricional del
propio alimento. La capacidad antioxidante de un compuesto depende de sus
propiedades redox, de su capacidad como quelante de metales prooxidantes, como
donador de hidrégeno y como captador de radicales. Lo ideal seria que todas esas
propiedades pudieran medirse en cada componente para valorar la capacidad
antioxidante total, pero resulta muy dificil. En la practica, se han desarrollado diversos
ensayos para conjugar las propiedades en una sola estimaciéon de la capacidad

antioxidante (Williamson et al., 1999; Gorinstein et al., 2010).

2.7.1. Métodos
Existen métodos directos, los cuales comprenden siempre la utilizacién de un
sustrato oxidable. Asi, estos métodos evalian el efecto inhibitorio de una sustancia
potencialmente antioxidante sobre la degradacion oxidativa del sustrato utilizado. Este
tipo de aproximacion se combina con una estrategia de medicion basada en la
deteccidon de los productos de oxidacidn. De estos el método del acido tiobartibutico

(TBA) (AOAC 19.90), es de los mas utilizados (Ramos et al., 2013).

Sin embargo son los métodos indirectos los mayoritariamente utlizados para
determinar la capacidad antioxidante de frutas y vegetales (Huang et al., 2005; Lim et
al., 2007; Gorinstein et al., 2009; Faller et al., 2010; Latocha et al., 2010; Dembitsky et
al., 2011; Morillas et al, 2012; Diaz-Garcia et al., 2013). Los métodos indirectos son
aquellos basados en la estabilizacién de un radical libre artificial (por transferencia de
hidrégeno o electrones) o la reduccién de un metal de transicion prooxidante (por
transferencia de electrones). Algunos ejemplos de métodos indirectos son el ABTS,
DPPH, ORAC, HOSC y ensayos de poder antioxidante por reduccion del hierro férrico
como es el FRAP. Para evaluar la capacidad antioxidante de una muestra, siempre
deben combinarse al menos dos métodos, basados ambos en distintos fundamentos.

De esta forma, algunos autores sugieren la combinacién del FRAP con algun otro
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método que determine la capacidad de captacion de radicales libres (Pérez-Jiménez et

al., 2006).

Meétodo del ABTS (dcido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-sulfdnico)

El radical ABTS™ se produce por la oxidacion del ABTS. Esta oxidacién puede generarse
de forma enzimatica, quimica (diéxido de manganeso, persulfato potasico, radicales
peroxilo) o electroquimica (Re et al., 1999). El radical catidnico obtenido es un

compuesto de color verde-azulado estable con una absorcién mdaxima a 734 nm.

HO,S s S S0;H
>= N—N =<
N N
| |

CH,CH; CH;CH;

ABTS

K250
(potassium persulfate)

+
HO3S s s SOH |«
>= N—N =<
N N
| |

CH,CH3 CH,CH,

ABTS -

Figura 20 . Formacidn del radical ABTS desde ABTS y persulfato potasico

El método consiste en monitorizar la reduccién del radical ABTS ™ causada por la
adicién de una muestra que contiene antioxidantes. Esto se realiza determinando la
decoloraciéon del ABTS a 734 nm. La absorbancia se compara con la del Trolox (andlogo
sintético y soluble de la vitamian E) y se expresa como TEAC (capacidad antioxidante
equivalente de Trolox) (Re, R. et al., 1999). La ventaja de este ensayo es que puede
realizarse tanto en muestras hidrosolubles como liposolubles, eligiendo el disolvente
apropiado en cada caso y que proporciona rapidamente los resultados mas
reproducibles empleando un equipo de laboratorio relativamente comuin como es el
espectrofotémetro, ampliamente utilizado. Ademas, como la longitud de onda a la que
se realizan las medidas de absorbancia no es comun en los alimentos, hace que este
método sea particularmente interesante para el estudio de extractos vegetales ya que

elimina la posibilidad de interferencias de color.
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Entre las limitaciones que presenta esta técnica se encuentran:
- Aligual que todos los métodos indirectos no es representativo de la capacidad

de inhibir el proceso oxidativo.

- La reaccién de diversos fenoles y productos naturales con el ABTS es
relativamente lenta. De esta forma, el resultado de la determinacion del TEAC
se espera que sea dependiente del tiempo de incubaciéon asi como de la

relacion entre la cantidad de muestra y concentracién de ABTS .

- También existe poca selectividad del ABTS  en la reaccién con donadores de
atomos de hidrégeno ya que reacciona con el grupo hidroxilo de cualquier

compuesto aromatico independientemente de su potencial antioxidante real.

Meétodo del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil)

Este ensayo es muy popular para el estudio de antioxidantes naturales debido a su
simplicidad y alta sensibilidad (Brand-Williams et al., 1995). Se basa en la teoria de que
todo donador de hidrégeno es un antioxidante. El DPPH" (uno de los pocos radicales
de nitrégeno estables que son comerciales) acepta un hidrégeno del antioxidante para
formar DPPH, de forma que el efecto antioxidante es proporcional a la desaparicion de
DPPH".

Existen varios métodos para su monitorizacidn, pero el mas comin es mediante
espectrofotometria UV, por su facilidad y precisidn. Este radical presenta un maximo
de absorciéon a 517 nm, volviéndose amarillo cuando se forma DPPH, de forma que el
efecto antioxidante puede ser facilmente evaluado siguiendo la pérdida de absorciéon

UV a 517 nm. Los resultados se expresan como TEAC.

RH
NO, Q (Antioxidant) NO, Q
. N H
O,N —QN —N \ O,N N —N
W O T O
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
free radical (DPPH*) (DPPH)

Figura 21. Captacion del radical libre del DPPH- y formacion de DPPH
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Método FRAP (Reduccion del hierro férrico a ferroso)

Este método se basa en la reduccién, por un antioxidante y en condiciones acidas, del
hierro férrico (Fe*, prooxidante) a hierro ferroso (Fe®'). Esta reduccién se puede
cuantificar gracias a la accién del TPTZ (cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio), compuesto
quimico capaz de quelar al hierro, de forma que el complejo Fe**-TPTZ tiene una
intensa coloracion azul con un maximo de absorcion a 595 nm y el complejo Fe’"-TPTZ
tiene coloracién amarilla (Benzie et al., 1996). Por tanto, el efecto antioxidante
(capacidad de reduccion) se evaluara monitorizando la formacion de este complejo

con un espectrofotometro.
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Figura 22. Formacién del complejo (Fe2+-TPTZ) desde el complejo (Fe3+-TPTZ) por la accién del

antioxidante.

Este ensayo proporciona resultados reproducibles de forma rapida y su unica
desventaja es que debe realizarse en una matriz acuosa, debiendo por tanto usar como
antioxidante de referencia, uno que sea hidrosoluble, como el acido ascérbico o el

Trolox.

Debido a la complejidad de los procesos de oxidacidon, como vemos, no existe
un unico método que refleje de forma completa el perfil antioxidante de una muestra,
y por tanto, es bueno trabajar con varios métodos para facilitar la comparaciéon y la
interpretacion de los resultados. Un buen método de determinacion de la capacidad
antioxidante debe ser sencillo, con un mecanismo quimico y un punto final fijo, con un
elevado rendimiento de analisis, con buena reproducibilidad intra e interlaboratorio,
adaptable a ensayos con antioxidantes tanto hidrofilicos como lipofilicos y con

diferentes fuentes generadoras de radicales libres (Roginsky y Lissi, 2005).
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2.8. Determinacion de polifenoles
2.8.1. Polifenoles totales
Hay gran numero de estudios sobre determinacion de compuestos bioactivos
en frutas tropicales (Barreto et al., 2009; Maria do Socorro et al., 2010; Pierson et al,
2012; Fernandez et al., 2012). El método mas utilizado para determinar polifenoles

totales es el método de Folin-Ciocalteau.

Meétodo de Folin-Ciocalteau

Sirve para determinar el contenido de polifenoles y fenoles totales presentes en un
alimento, empleando como estandar el acido galico. Su determinacion se basa en la
reduccion de los fenoles totales por una mezcla de acidos fosfotungstico vy
fosfomolibdico, lo que genera una mezcla de éxidos de tungsteno y molibdeno de
coloracion azul con un maximo de absorcién a 765 nm, que es proporcional al
contenido de compuestos fendlicos. Los resultados se expresan en mg/L de &acido

galico.

2.8.2. Especies fendlicas

La capacidad antioxidante de los alimentos se ha relacionado con su
contenido fendlico total, usualmente, pero también se debe estudiar su composicién
en compuestos fendlicos de forma individual (Tomas-Barberan et al., 2001).

Los estudios que aportan una caracterizacién completa, detallada, incluyendo
sus compuestos fendlicos y productos derivados de forma individual en frutas
tropicales, son minoritarios (Tesfay, et al., 2011; Dembistsky et al., 2011; Da Silva et al.,
2014) pero muchos de ellos coinciden en la técnica de estudio: cromatografia liquida

de alta resolucién (Rinaldo et al., 2010).

UHPLC/TOF-MS

La necesidad de poder detectar cantidades muy pequefias de compuestos polifendlicos
en las frutas que no pudieron ser detectadas por la técnica de HPLC, hizo que se
utilizara la cromatografia liquida de ultra resolucion (UHPLC) acoplada a

espectrometria de masas, método de analisis de elevada sensibilidad y especificidad,
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para la identificacion de sustancias. Esto conduce a un menor tiempo de analisis,

mayor eficiencia de pico, y mayor resolucién (Wilson et al. 2005).

La cromatografia UHPLC es una técnica fisica de separacién en la que los componentes
de una muestra se distribuyen entre dos fases: una fase estacionaria y una fase moévil
en contacto con ella en una direccion definida, estas deben ser de polaridad opuesta,
todos los solutos serdn de igual polaridad a la fase mdvil, todo soluto que entra en la
columna ha de salir de ella (propagacion) y como objetivo los solutos se separan entre

si (migracién diferencial) (Garcia-Sartal et al. 2012).

La espectrometria de masas estd basada en la obtencion de iones a partir de moléculas
organicas en fase gaseosa, una vez obtenidos los iones se separan de acuerdo con su
masa y su carga y finalmente se detectan. Un espectro de masas serd una informacion
bidimensional que representa un parametro relacionado con la abundancia de los
diferentes tipos de iones en funcion de la relacién masa/carga de cada uno. Los
procesos que tiene lugar en un espectrémetro de masas son de naturaleza quimica por
tanto, la presencia y abundancia de iones en el espectro serd funcion de la estructura

guimica de cada compuesto.

El analizador de tiempo de vuelo (time-of-flight TOF) involucra la medicién del tiempo
requerido por un ion para viajar desde la fuente de iones hasta el detector localizado a
1-2m de la fuente. Todos los iones reciben la misma energia cinética durante la
aceleracion instantanea (3000 eV), pero debido a diferentes valores de masa/carga
(m/z), se separan en grupos de acuerdo a su velocidad. Los iones chocan
secuencialmente en el detector en forma de un incremento de m/z. Los iones de baja
m/z llegan al detector antes que aquellos con m/z alta debido a que cuanto mas m/z

tengan los iones tendran una velocidad menor (Plasencia, 2013).
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Obijetivos

En la presente tesis doctoral los objetivos planteados son:

1.
Caracterizacién fisicoquimica de frutos subtropicales de la Costa de Granada-Malaga y
los mismos frutos importados, comercializados en la zona, para evaluar la calidad de

dichas frutas.

2.
Aportar datos de la composicién de frutas tropicales locales validos para tablas de

composicidn nutricional.

3.
Evaluar los compuestos bioactivos de las frutas tropicales locales, en especial la
capacidad antioxidante y polifenoles, para evaluar el aporte que supone el consumo

diario de las frutas tropicales en la dieta espafiola.

4,

Poner a punto una técnica analitica de identificacion de polifenoles en frutas
subtropicales mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn y Alta Presién (UPLC)
acoplada a Espectrometria de Masas y cuantificar posteriormente polifenoles de

importancia nutricional en frutas locales.
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Obijetivos

In this thesis the objectives are:
1.
Physicochemical characterization of selected fruits in the Coast Granada-Mdlaga and

the same imported fruits, sold in the area, to assess the quality of these fruits.

2.
To provide valuable data on the composition of local tropical fruits for tables of

nutritional composition.

3.
To evaluate the presence of bioactive compounds from local tropical fruits, especially
their antioxidant capacity and polyphenols, in order to evaluate the contribution of the

daily consumption of tropical fruits in the Spanish diet.

4.

To develop an analytical technique for identification of polyphenols in subtropical fruits
by ultra high performance liquid chromatography (UPLC) coupled to Mass
Spectrometry and to quantify the amount of nutritionally relevant polyphenols in

tropical fruits.
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Parte Experimental

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Material

4.1.1. Muestras

Se han analizado 7 frutas tropicales: aguacate, carambola, caqui, chirimoya,
kiwi, mango y papaya. Las muestras se obtuvieron de distintos comercios del area
metropolitana de Granada y Mdlaga en dos campaias anuales sucesivas. Cada muestra
estaba formada por dos piezas de fruta diferentes escogidas al azar, a partir de las
frutas contenidas en la unidad de venta, normalmente una cesta o malla. Las muestras

seleccionadas aparecen descritas en el Anexo I.

4.1.2. Preparacién

Tras la adquisicion de la muestra, una vez en el laboratorio la fruta fue
desprovista de todas las partes no comestibles, con cuchillo de acero.

La porciéon de pulpa de fruta, que no se utilizd para los parametros
fisicoquimicos, fue rdpidamente procesada. Se cortd en dados de aproximadamente 1
cm de lado. De cada pieza se guardaron dos muestras homogéneas en frascos de
polipropileno de 40 mL. provistos de tapdn de rosca con un didametro de 5 cm.

Estos frascos se congelaron a -802C (Sanyo Vip Series 530) y posteriormente se
liofilizaron (Telstar Lyoquest) durante 48 horas a -80 2C y 0,1 bares de presion (Figura
23.).

La fruta liofilizada se pulveriz6 en mortero de ceramica (Figura 24.) y se

almacend a -80 2C (Sanyo Vip Series 530) hasta hacer los analisis (Figura 25.).

Figura 23. Muestras
preparadas para la liofilizacién

(elaboracién propia)
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Figura 24. Pulverizacién de frutas
liofilizadas ej: (1) Papaya, (2)

Mango, (3) Aguacate (elaboracién

propia).

Figura 25. Frasco de polipropileno

con muestra liofilizada y

pulverizada(elaboracion propia).
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4.2. Métodos

4.2.1. Propiedades fisico y fisico-quimicas
Los métodos aplicados son tomados de la AOAC (2000) y de la vigente

Legislacién Espafiola especifica que existen para algunas de las frutas (ver apartado

2.3)

4.2.1.1. Calibrado
DESCRIPCION DE LA TECNICA
Este pardmetro se determina midiendo el didmetro maximo de su seccién ecuatorial.
En el caso de frutos como el aguacate y chirimoya se considera que el calibre se
determina por el peso unitario de los frutos (B.O.E. Orden, 5 noviembre 1981;
Reglamento (CE) n2 831/97 de la Comisién, de 7 de mayo de 1997, por el que se

establecen normas de comercializacion aplicables a los aguacates y chirimoyas).

INSTRUMENTAL
e Balanza analitica Mettler AE 200 (Zurich, Suiza)

e Pié de Rey (0.05 mm)

PROCEDIMIENTO
En el momento previo de procesar las muestras para la liofilizacién, se procedié al peso
de las piezas integras en balanza de analitica (Mettler AE 200) y se tomé medida con

Pie de Rey del didametro ecuatorial de cada pieza de fruta.

EXPRESION DE LOS DATOS

Lectura directa de la balanza en gramos y lectura directa del Pie de Rey en mm.

4.2.1.2. Sélidos solubles

DESCRIPCION DE LA TECNICA
Se realiza la medida de indice de refraccion a la temperatura existente en el momento

de la determinacién, si ésta es diferente a 20 2C se realiza un ajuste del valor obtenido.
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INSTRUMENTAL
e Refractémetro ATAGO n2 47898 (sensibilidad 0,0001).

e Licuadora Moulinex.

PROCEDIMIENTO
Se hizo una lectura directa en el refractdmetro de unas cuantas gotas de la pulpa de las

muestras homogeneizada, previamente, en una licuadora.

EXPRESION DE LOS DATOS

El resultado fue expresado en grados Brix a una temperatura de 20 eC.

4.2.1.3. Acidez

DESCRIPCION DE LA TECNICA
Es la medida de los acidos presentes en la fruta. Se realiza mediante valoracion

potenciométrica de la muestra con NaOH hasta alcanzar un pH de 8,1.

REACTIVOS
e NaOHdeO,1N

INSTRUMENTAL
e Balanza analitica Mettler AE 200 (Zurich, Suiza).
e Potencidmetro y electrodo de CRISON.

e Agitador rotativo ATOM-80.

PROCEDIMIENTO

Se pesd con precision + 0,1 una cantidad de 1,5 g de muestra liofilizada.

Se reconstituyd con 25 mL de agua Milli-Q. Se realizé
la valoracion frente a NaOH 0,1 N, hasta alcanzar un

pH de 8,1 en el pHmetro digital.

Figura 26. Determinacién de acidez total (elaboracion propia).
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EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Los resultados se expresaron en % de acido citrico utilizando la férmula siguiente:

% acido citrico= VXN xW x100/Y

Siendo:
e V=volumen consumido de NaOH en la valoracion
e N=normalidad de la soluciéon de NaOH
e W=0,064 miliequivalentes de acido citrico

e Y= peso de la muestra en gramos.

4.2.1.4. indice de madurez

EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Es el cociente entre el grado Brix (ver apartado 4.2.1.2.) y la acidez (ver apartado

4.2.1.3.).

4.2.1.5. Humedad
DESCRIPCION DE LA TECNICA
Se trata de una determinacion gravimétrica por diferencia de peso de la fruta desecada

y el peso de la muestra original.

INSTRUMENTAL
e Balanza analitica Mettler AE 200 (Zurich, Suiza)
e Congelador Sanyo Vip Series 530.

e Liofilizador Telstar Lyoquest.

PROCEDIMIENTO

Se pesaron frascos de polipropileno de 40 mL con tapon de rosca de didmetro de 5 cm
vacios. Una vez identificados se guardd en ellos la pulpa de la fruta cortada en dados
de aproximadamente 1 cm de grosor. De cada pieza se guardaron dos muestras

homogéneas. Se registré el peso de los frascos con la muestra fresca. Posteriormente
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estos frascos se congelaron a -802C para ser liofilizados mas tarde durante 48 horas a -
80 2Cvy 0,1 bares de presidon. Una vez liofilizada, se tapd de nuevo cada frasco con su

tapdn correspondiente y se pesaron de nuevo.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Los resultados se expresaron en % de humedad utilizando la formula siguiente:

% humedad= (MF-ML)x 100/ MF

Siendo:
e MF = peso (g) de la materia fresca. Diferencia entre el peso del bote con fruta
fresca y el peso del bote vacio.
e ML = peso (g) de la materia liofilizada. Diferencia entre el peso del bote con

fruta liofilizada y el peso del bote vacio.

4.2.1.6. Cenizas
DESCRIPCION DE LA TECNICA
Las cenizas se determinaron mediante una Mineralizacion por via seca, la cual se lleva

a cabo mediante la calcinacion de la muestra a una temperatura de 550 eC.

INSTRUMENTAL
e Balanza analitica Mettler AE 200 (Zurich, Suiza).
e Horno de mufla eléctrico (Selecta, Mod.366, Barcelona, Espafia).
e (Cdpsulas de incineracién de porcelana.

e Desecador provisto de agente deshidratante (silicagel).

PROCEDIMIENTO
Se desecaron los crisoles, que iban a contener la muestra, en la estufa (104+ 12C)
durante una hora y se dejaron enfriar en desecador durante treinta minutos (Figura

27.).
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Figura 27. Desecador con crisoles Figura 28. Crisoles con muestra liofilizada

de porcelana (elaboracion propia) previa a la incineracion (elaboracion propia)

Sobre los crisoles desecados se pesaron, con precision de + 0,1 mg,, 0,5 g de muestra
(fruta liofilizada) (Figura 28.). Previamente se anotd el peso del crisol vacio.
Se calcinaron a 5509C en el horno (Figura 29.) hasta conseguir cenizas blancas (Figura

30.) Una vez frios se volvieron a pesar.

Figura 29. Mufla Figura 30. Cenizas blancas

(elaboracion propia). (elaboracion propia).

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Los resultados se expresaron en % de cenizas utilizando la férmula siguiente:

% cenizas =100 x ((C-A)/(B-A))

Siendo:
e A= peso (g) del crisol seco y frio.
e B=peso (g) del crisol con la muestra.

e C=peso (g) del crisol con las cenizas.
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4.2.1.7. Determinacion de minerales
REACTIVOS
e Solucién acida HCL:HNO3:H,0 (1:1:2).

PROCEDIMIENTO
Las cenizas obtenidas de las muestras (ver apartado 4.2.1.6) se disolvieron en solucion
acida HCL:HNO3:H,0 (1:1:2), se filtraron con papel Whatman num. 41 y se enrasaron

con agua Milli-Q en matraz aforado de 25 mL.

Se trasvasaron a frasco de plastico donde se
conservaron a 4°C hasta la medida del mineral

determinado (Figura 31.).

Figura 31. Frasco para su conservacion.

4.2.1.7.1. Fésforo
DESCRIPCION DE LA TECNICA
El fosfato inorganico PO,> (Pvalencia=v)) con el molibdato amoénico (NH4)sM07024
(Moyatencia= vi ), €n medio acido, forma un complejo fosfomolibdico, de color amarillo
verdoso, en el que el P y el Mo estdn en la proporcién 1 a 12.
La subsiguiente reduccién de este complejo, en medio alcalino y en presencia de un
reductor, como el amidol, origina un color azul, resultado de la reduccion del Moy a

Moy, cuya intensidad es proporcional a la cantidad de fosforo presente en la muestra.
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REACTIVOS
e Reactivo de Morgan
Reactivos: Acetato sddico cristalizado
Acético glacial
Agua Milli-Q
Preparacion del reactivo:
Se pesan 100 g de acetato sddico cristalizado y se llevan hasta 500 mL con agua
Milli-Q. Se agregan 32,5 mL de acético glacial y se enrasa con agua Milli-Q hasta un

volumen de 1 L (pH de la solucion: 4,75-4,85).

e Solucion de Molibdato amdnico
Reactivos: Molibdato amonico (mono o tetrahidratado)
Acido sulfdrico 10N
Agua Milli-Q
Preparacion del reactivo:

Se pesan 25 g de molibdato aménico o, en el caso de tratarse de molibdato
amonico tetrahidratado (NH4)¢Mo70,4 -4H,0), pesar 26,546 g. Se disuelven en
aproximadamente 400 mL de agua Milli-Q y se calienta, siempre por debajo de 60
C. Se filtra.

Se preparan 500 mL de acido sulfurico 10N (140 mL de 4cido sulfurico al 96%,
se enrasan en un matras de 500 mL con agua Milli-Q).

Se mezclan las dos soluciones anteriores y se lleva a un matras de un litro

donde se enrasa con agua Milli-Q.

e Solucion de Amidol
Reactivos: Sulfito sddico anhidro
Amidol
Acido tartérico
Agua Milli-Q
Preparacion del reactivo:
Se prepara un litro de solucion de sulfito sédico. Para ello se pesan 125 g de

sulfito sédico anhidro en un vaso de precipitado grande y se anade agua Milli-Q. Es
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necesario agitar y calentar en placa para facilitar la disolucion. Se filtra si es
necesario y se lleva a un matraz de litro con agua Milli-Q.

En 30 mL de solucidn de sulfito sddico, mas 70 mL de agua Milli-Q se disolvieron
1,5 g de almidol.

A 770 mL de solucién de sulfito sddico se afiaden 10 g de dacido tartarico, se
agita hasta que se disuelva el tartdrico y se aifade la disolucién anterior. Se enrasa
hasta un litro con agua Milli-Q y se conserva esta solucion en refrigeracion para
evitar una rdpida degradacion de la misma. Esta degradacién es apreciable por un

cambio de color en la solucion.

e Solucién madre de fésforo
Preparacion de la solucién:
Se pesan 4,3935 g de fosfato monopotdsico puro y seco y se enrasan a un litro.

Esta solucién tiene una concentracién de 1mg de P/mL.

e Solucidn de acido sulfurico 14,4N para preparar los patrones
Preparacion de la solucion:
Se ponen 399,78 mL de acido sulfurico al 96% en un matraz aforado y se enrasa

hasta un litro con agua Milli-Q.

e Patron externo certificado BCR CRM 063; Oficina comunitaria de referencia,

Bruselas, Bélgica

Nl

Figura 32. Reactivos en la preparacion de la soluciéon para la determinacion de fosforo.
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INSTRUMENTAL
e Espectrofotémetro ultravioleta-visible UV/VIS (Shimadzu UV-1700, Modelo
TCC-240A, Columbia, EE.UU.)

PROCEDIMIENTO
De la diluciéon preparada a partir de las cenizas (ver apartado 4.2.1.7), se tomd un
volumen determinado, estimado previamente, para garantizar que los datos saliesen
dentro de la curva de calibrado (este volumen fue de 2 mL.). Se llevd, dicho volumen a
un matraz aforado de 50 mL. y a continuacién, se agregaron, por este orden, los
reactivos (Figura 32.) para formar el compuesto coloreado:

1) 1,25 mL de reactivo de Morgan

2) 1,25 mL de la solucion de molibdato amédnico

3) 1,25 mL de la solucién de amidol

Seguidamente se agitaron, enrasaron con agua Milli-Q y se agitaron bien de
nuevo. Se mantuvieron en oscuridad durante una hora hasta el momento de su lectura
en espectrofotdmetro a una longitud de onda de 820 nm frente al blanco usado
(Figura 33.).

Se utilizd6 una muestra de una fruta como un control interno para evaluar la
precision (mango). Los coeficientes de inter-ensayo de variacion fueron 1,42% para P.
Una muestra de leche en polvo (material certificado de referencia) se utilizé para

cuantificar la precisién de todos los minerales.

Figura 33. Muestra con reactivos
para determinacién de P

(elaboracion propia).

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Se utiliza la técnica del estdndar externo. Se prepararon cinco patrones de diferente
concentracién a partir de la solucién madre de 1 mg/ml y 25 mL del blanco a fin de
construir la correspondiente curva de calibrado para cuantificar el fésforo presente en

las muestras (Figura 43.).
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La validacion del método se hizo conjuntamente con los demds minerales analizados

mediante la realizacién de un andlisis inter-ensayo (Tabla 10.).

Curva Patron determinacion P
0,7 -
y =0,122x + 0,0057

. 06 1 R =0,9996
£
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(3]
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i}
=
£ 0,3 A
=
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<

0,1 A

0 T T T T )
0 1 2 3 4 5 6
Concentraciéon (mg/L)

Figura 34. Curva de calibrado obtenida para la cuantificacion de fosforo.

4.2.1.7.2. Calcio, potasio y sodio

DESCRIPCION DE LA TECNICA

La espectroscopia atdmica utilizada se basa en la medida de la absorcién de Ia
radiacion electromagnética por parte de los dtomos o iones elementales, en un medio
gaseoso, al cual se les induce mediante el método de atomizacidon de llama
(temperatura entre 1700-3150 9C).

La muestra es nebulizada mediante un flujo de gas oxidante (aire), mezclado con el gas
combustible (acetileno), y transportada a la llama donde se produce la atomizacién,
siendo alli interpuesta a la acciéon de un haz de luz procedente de una ldmpara de
catodo hueco del elemento a determinar, lo que provoca una extincién de la
intensidad de dicha radiacién. Segun la Ley de Beer, la absorbancia que se produce es
proporcional a la concentracion de vapor atémico y, por tanto, directamente

proporcional a la concentracion de analito de la muestra problema.
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Figura 35 . Llama de
atomizacion (elaboracion
propia).

REACTIVOS

Soluciones estandar de los distintos elementos (minerales) Titrisol, Merck
Acido nitrico, al 65% de Merck

Acido perclérico de Merck

Agua bidestilada (resistividad 18 MQ), sistema Milli-Q de Millipore.

Lantano al 0,3% (LaCls, ) de Merck.

Cloruro de litio al 0,1% de Merck.

Patron externo certificado BCR CRM 063; Oficina comunitaria de referencia,

Bruselas, Bélgica.

INSTRUMENTAL

Espectrofotdmetro de absorcién atémica Perkin ElImer, Analyst 700 Mechero de
llama aire-acetileno (Norwalk, Conn., EE.UU.).

Ldmpara de catodo hueco caracteristica del elemento a determinar.

Bafo de arena con control de temperatura.

Matraces aforados de diferentes voliumenes.

Micropipetas automaticas.

PROCEDIMIENTO

Se empled la espectrofotometria de absorcidon atémica de llama (aire-acetileno) para la

determinacién de calcio (Ca), sodio (Na) y potasio (K) en las muestras liofilizadas vy

sometidas previamente a un tratamiento de mineralizacidén por via seca (ver apartado

4.2.1.7).
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Una vez construida la curva patrén con los diferentes patrones del elemento a medir, y
comprobado que la llama es estable y dan bien los valores de los patrones y BCR, se

procede al andlisis de la muestra.

Para las determinaciones de Ca se afiadid cloruro de lantano a las muestras vy
estandares, asi como cloruro de litio a las muestras y estandares para las
determinaciones de Na y K para llegar a una concentracién final de 0,3% a fin de evitar

interferencias.

Se utilizé una muestra de una fruta control interno para evaluar la precision (mango).
Los coeficientes de inter-ensayo de variacion fueron 2,07, 1,93y 1,37% para Ca, Nay K,
respectivamente. Una muestra de leche en polvo (material certificado de referencia)

se utilizé para cuantificar la precision de todos los minerales.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS
La medida de la absorbancia de la muestra en relacién a la curva patrén, permitié
conocer la concentracion del mineral analizado en la muestra problema, de acuerdo a

la ley de Beer.

Absorbancia=k - C

Siendo:
e A= Absorbancia de la muestra.
e K =Es una constante que depende de la longitud de onda usada, de la sustancia
gue se analiza y del espesor de la celda usada.

e (= Concentracidon de la muestra.

Los coeficientes de variacion inter-ensayo fueron 2,07, 1,42, 1,93 y 1,37% para
Ca, P, Na y K, respectivamente. Se utilizd una muestra de leche en polvo (material
certificado de referencia CRM 063; Oficina comunitaria de referencia, Bruselas,

Bélgica) para cuantificar la precision de todos los minerales (Tabla 5.).
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Tabla 5. Condiciones analiticas para el analisis de contenido mineral.

Valor
Mineral Técnica Rango lineal certificado  Valor medido
analitica Anm (mg/L) (mean % SD) (mean % SD) Unit
Na FAAS 589.0 0.5-2.0 4.37 £0.03 4.39 +0.02 mg/g
K FAAS 766.5 0.25-1.0 17.68 £ 0.19 17.79+£0.21 mg/g
Ca FAAS 422.7 1.0-4.0 13.49+0.10 13.47+0.04 mg/g
P MAE 660.0 1.0-5.0 11.10+£0.13 11.04 £ 0.03 mg/g

FAAS: Flame atomic absorption spectroscopy; MAE: Molecular absorption spectroscopy;

4.2.1.8. Acidos organicos

DESCRIPCION DE LA TECNICA

La cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) es la técnica mas habitual para el
analisis de mezclas de acidos organicos, por la simplicidad, rapidez y estabilidad del
método (Scherer et al., 2012). En técnica fisica de separacion los componentes de una
muestra se distribuyen entre dos fases: una de ellas permanece fija (fase estacionaria)
mientras que la otra se mueve (fase mdvil) en contacto con ella en una direccidn
definida, estas deben ser de polaridad opuesta, todos los solutos serdn totalmente
solubles en fase movil (igual polaridad), todo soluto que entra en la columna ha de salir
de ella (propagacién) y como objetivo los solutos se separan entre si (migracién

diferencial) (Garcia de Marina et al. 2012).

REACTIVOS
e Acido fosférico, Panreac (calidad HPLC)
e AcetoNitrilo, Panreac (calidad HPLC)
e Agua Milli-Q (calidad HPLC)

e Patrones de acido tartarico, acido citrico, acido malico y acido lactico.

INSTRUMENTAL
° HPLC-PAD Accela 600 UPLC (de Thermo Scientific)

° Columna Tracer Extrasil ODS2 5 um; 25 cm x 0,4 mm.

PROCEDIMIENTO
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De cada una de las muestras liofilizadas (ver apartado 4.1.2.) se pesd, con precisién +
0,1, una cantidad de 0,5 gy se llevé a 10 mL en un matraz con agua Milli-Q.

De esta solucion 500 pL, se mezclaron con 100 plL de los patrones y se llevaron a 1 mL
con tampén fosférico (0,05 molar, pH=2,8). Posteriormente se analizaron en HPLC.

El método aplicado fue de un flujo de fase mavil de 1,25 mL/min (1% de AcN y 99% de
tampon fosfato). El detector del HPLC (PAD) establecido en A= 210 nm y la columna a

una temperatura de 32 °C.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Se utiliza la técnica del estdndar externo. Las rectas de calibracion para los acidos
orgdnicos se construyeron trazando el area del pico frente a la concentracién del acido
organico en cuatro concentraciones (el andlisis se hizo por triplicado ). Los parametros
de calidad para la determinacién cromatografica de diferentes acidos orgdnicos se
muestran en la Tabla 6. El limite de deteccion se define como la concentracién minima
capaz de dar una seifial cromatogréfica tres veces mayor que el ruido de fondo, este
limite también se muestra en la Tabla 6. La repetibilidad del método cromatografico,
expresada como desviacidn estandar relativa (RSD), se comprobd con diez inyecciones
consecutivas de una solucién patron que contenia 100 mg / L de los diferentes acidos

organicos analizados.

Tabla 6. Parametros de calidad para la determinacidon cromatografica de acidos organicos.

2

Acido organico R Rango lineal Limite de RSD (%)
(mg/L) deteccién (mg/L)
Oxalico 0,992 0,10 - 20 0,05 3,4
Tartarico 0,993 0,10 - 20 0,05 5,8
Malico 0,999 0,10 - 25 0,05 3,8
Ascorbico 0,992 0,05-20 0,01 3,9
Lactico 0,997 0,05-20 0,01 4,0
Citrico 0,998 0,10 - 25 0,05 5,6
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4.2.1.9. Anadlisis complementarios.

DESCRIPCION DE LA TECNICA

Parte Experimental

4.2.1.9.1. Andlisis de azucares neutros en Annona cherimolla Mill.

Se llevé a cabo una variacion del método enzimatico-quimico para determinacién de

fibra dietética de la FAO. Este método analiza los azucares que componen la fibra

dietética después de su derivatizacién a compuestos volatiles y de su separacién con

cromatografia de gas liquido, generalmente 5-6 mondmeros neutros.

El método llevado a cabo, no realizd la hidrdlisis, al tratarse de determinar los azlcares

libres y no fibra dietética, llevandose a cabo sélo la reduccién y la acetilacion quimica

de los azucares libres de la muestras y asi obtenerlos volatiles y poder medirlos

posteriormente por cromatografia de gases (GC-FID).

REACTIVOS

Patrén interno: 2-desoxiglucosa 1 mg/mL

Patrén externo: sacarosa
NaBH; (15 % (m/v) en NH3 3 M)
Acido acético glacial.
1-metilimidazol

Acético anhidrido

Agua destilada

Diclorometano

Acetona anhidra

INSTRUMENTAL

Pipetas automaticas

Tubos de pirex (Sovirel)

Bafio de hielo

Sistema de calentamiento

Speed Vac Concentrator (Savant)

Centrifuga, Universal 320, Hettich.

Cromatadgrafo Perkin Elmer- Clarus 400; GC-FID (CR1).
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e Columna capilar DB-225 (30 m, 0,25mm x 0,15 um).

PROCEDIMIENTO

Reduccién y Acetilacion de las muestras

Se pesaron entre 1-2 mg de muestra (Annona cherimolla Mill.) y se le adicionaron 2,4
mL de agua y 200 uL de patrén interno (2-desoxiglucosa) a cada tubo.

Se produjo la reduccion con 100 pL de NaBH4 (15 % (m/v) en NH3 3 M) y se colocaron
en un sistema de calentamiento a 30 °C durante 1lh. La solucion de NaBH4 fue

preparada inmediatamente antes de la adicion (150 mg NaBH4 por 1 mL NH3 3 M).

Pasada la hora se metieron los tubos en el bafio de hielo y se adicionaron 2 veces 50 pL
de 4cido acético glacial.

Una vez llevada a cabo la reduccion se inicid la reaccidon de acetilacién para volatilizar
los azucares.

Se pasaron 300 pL de la solucién anterior a tubos SOVIREL (tubos pirex, con tapon de
teflén para evitar contaminaciones atmosféricas) y se les afadié 450 pL de 1-
metronidazol y 3 mL de anhidrido acético. Se agitaron bien y se incubaron en el
sistema de calentamiento a 30 2C durante 30 min.

Pasado este tiempo se metieron los tubos en un bafo de hielo, donde se les
adicionaron 3 mL de agua destilada y 2,5 mL de diclorometano. Se agitaron
vigorosamente y se centrifugaron aproximadamente 30 segundos a 3000 rpm.

La fase acuosa fue succionada por vacio de agua y una pipeta de Pasteur.

A la fase organica se le adicionaron 3 mL de agua destilada y 2,5 mL de diclorometano.
Se agitd, centrifugd y removid totalmente la fase acuosa como se ha descrito

anteriormente.
Después se lavo bien la fase organica con 3 mL de agua destilada, se agitd, centrifugd y

removid totalmente la fase acuosa. Se repitié este lavado dos veces mads y se asegurd

gue no quedase nada de agua en las paredes de los tubos.
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Se transfirié la fase orgdnica a tubos propios para speedvac y se evaporé el
diclorometano.

Una vez evaporado el diclorometano se adiciond 1 mL de acetona anhidra y se evaporé
de nuevo en el speedvac. Este paso se repitiéd una vez mads y tras evaporar la acetona

los tubos se cerraron y se guardaron en el desecador hasta su analisis.

Analisis por GC-FID
Se anadié en los tubos 50 pL de acetona anhidra y se analizé dicha disolucién por
cromatografia GC-FID (Figura 37.) usando una columna capilar DB-225 (30 m de
longitud, 0,25 mm de didmetro, por 0,15 micrémetros de espesura).
Las condiciones utilizadas fueron:

e Volumen inyecciéon: 2 microlitros

e Temperatura de inyector: 220 2C

e Temperatura de detector: 230 2C

e Rango:1

e Atenuacion: 6:

e Split: 10 min.

El programa de temperaturas fue:
e Tiempo total: 9 min
e Temperatura inicial: 200 2C
e Rampa 1=40 2C/min hasta 220 °C
e Temperatura= 220 2C durante 7 min
e Rampa 2= 20 2C/min hasta 230 eC

e Temperatura final= 230 2C durante 1 min

Las muestras se analizaron por triplicado.
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Figura 37. Cromatdégrafo GC-FID, analisis azticares neutros (elaboracion propia).

EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Se realizo la acetilacién de una solucién de sacarosa 1 mg/mL y se obtuvo la recta de

calibrado para cuantificar los azucares que se identificaron en las muestras.

4.2.1.9.2. Compuestos volatiles en Annona cherimolla Mill.
DESCRIPCION DE LA TECNICA
Se hizo una cromatografia de gases bidimensional con andlisis de espectrometria de
masas de tiempo de vuelo (GCxGC-TOFMS) combinado con una microextraccién en

fase solida de espacio de cabeza ( HS-SPME).

El dispositivo de microectraccidn en fase sélida incluye un revestimiento de fibra de
silice fundido parcialmente reticulado con 50/30 micras (dimetilsiloxano). Antes de
usar, la fibra de SPME se acondiciona de acuerdo con las recomendaciones del

fabricante.

La cromatografia de gases bidimensional (GCxGC) emplea dos mecanismos
ortogonales para separar los constituyentes de la muestra dentro de un Unico analisis.
La técnica se basa en la aplicacién de dos columnas de GC recubiertas con diferentes
fases estacionarias, una apolar y otra polar, conectadas en serie a través de una

interfaz especial (modulador).
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Esta técnica supera a los procesos cromatograficos unidimensionales que aunque son
ampliamente aplicados en el analisis de productos alimenticios, a menudo no dan
resultados totalmente gratificantes debido a la complejidad de muchas matrices de

origen natural (Rocha et al., 2007).

REACTIVOS
e Los patrones de indice de retencién ( serie n-alcanos de C8 a C20 alcanos de
cadena lineal , de concentracién 40 mg / L en n-hexano ) fueron suministrados

por Fluka (Buchs , Suiza).

INSTRUMENTAL

e Sistema de microextraccion en fase solida y fibra, Supelco (Aldrich, Bellefonte,
PA, EE.UU.).

e Sistema de GCxGC/TOF-MS; LECO Pegasus 4D (LECO, St. Joseph, MI, USA).

e Balanza analitica Mettler AE 200 (Zurich, Suiza).

e Columna HP-5 (30 m_ 0.32 mm I.D., 0.25 umfilm thickness, J&W Scientific Inc.,
Folsom, CA, USA) (columna de la primera dimension)

e Columna DB-FFAP (0.79 m _ 0.25 mm |.D., 0.25 umfilm thickness, J&W Scientific

Inc., Folsom, CA, USA) (columna de la segunda dimensién).

PROCEDIMIENTO
Antes de usar, la fibra de SPME se acondiciona a 270 2C durante 60 min en el inyector
del GC, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Luego una vez al dia, la

fibra se acondiciond 10 min a 250 C.

Se pesaron 50 g de chirimoya (incluyendo cascara, semillas y pulpa) en un frasco y éste
se coloco en una placa termostatizada a 402C durante 5 minutos (estos pardmetros
experimentales fueron previamente establecidos). A continuacion, la fibra de SPME se

inserté en el espacio superior durante 20 min. Cada muestra se analizd por triplicado.
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La fibra de SPME de recubrimiento que contiene el espacio de cabeza con los
compuestos volatiles, se introdujo manualmente en el puerto de inyeccion de GC a 250
2C y se mantuvo durante 15 minutos para el analisis.

Las condiciones del cromatdgrafo establecidas fueron: la temperatura del horno fue
programada de 35-220 2C con un aumento de 2 2C cada minuto y la linea base se
calentd a 250 °C. El gas portador, helio, tenia una velocidad de flujo de 2,5 ml/miny la

columna una presién de 12 psi.

El espectrometro de masas se hizo funcionar en el modo de impacto electrénico (El) a
70 eV y se escaneo el rango de 33 a 300 m/z en un ciclo de 1's, a modo de exploracion

completa.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Se utilizaron los gréficos de contorno para evaluar la calidad general de la separaciény
para la identificacién de los picos de forma manual.

La identificacion de los compuestos volatiles se logro comparando los tiempos de
retencidn que se obtuvieron en el cromatdgrafo de gases y espectros de masas, con los
de los compuestos estandar puros, cuando estuvieron disponibles. Se consultaron dos
bases de datos comerciales (Wiley 275 vy el Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia
(NIST) V. 2.0- Mainlib y Replib) y una base de datos del laboratorio hecha de

terpenoides que comprende 40 elementos.

Para decidir si un pico era identificado correctamente o no, se aceptd un factor de
coincidencia de espectro de masas, una similitud, mayor de 850. Ademas, se puso una
cuidadosa atencidn en la inspeccién manual de los espectros de masa y/o por el uso de
datos adicionales, tales como los valores de indice de retencién experimentalmente
(RI) y los valores reportados en la bibliografia para columnas cromatogréficas similares
a la utilizada en la primera dimension. Para la determinacién de la Rl se utilizd una

serie de n-alcanos Cg-Cy0 (patrones).
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4.2.2. Compuestos fendlicos

4.2.2.1. Polifenoles totales
DESCRIPCION DE LA TECNICA
El analisis de los polifenoles totales se lleva a cabo utilizando el método de Folin-
Ciocalteau (Singleton et al. 1999), que determina la capacidad que tienen los
polifenoles para reducir el Mo (VI) a Mo (V). Como resultado de tal reaccién, el
reactivo de color amarillo adquiere un intenso color azul, cuya intensidad se determina

mediante la medida espectrofotométrica de la absorbancia.

REACTIVOS
e Reactivo de Folin-Ciocalteau
e Carbonato sédico
Preparacion:
Solucién de carbonato sddico (10%): para 100 ml disolver 10 gramos de carbonato
sodico en 100 ml de agua destilada.
e Acido galico
Preparacion:
Solucién madre de acido galico: se disuelven 0,01 gramos de acido gdlico en 10 ml
de agua destilada. La recta de calibracidn se prepara diluyendo esta solucidn con

agua destilada, en concentraciones entre 0.1 y 0.01 mg/ml.

INSTRUMENTAL
e Lector de placas FLUOstar Omega (BMG)

e Placas transparentes de 96 pocillos (BIOGEN)

PROCEDIMIENTO

En cada pocillo de la placa se adicionan 190 uL de agua destilada y 30 puL de muestra
(ver preparacion muestra apartado 4.2.2.) (previamente diluida, si es necesario),
blanco o disolucion de acido galico (patron). El lector de placas adiciona 15 pL de
reactivo Folin-Ciocalteau con el inyector automatico 1 y 60 pL de la disolucién de

carbonato sddico al 10% con el inyector automatico 2. Se agita durante 15 segundos y
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se mantiene el lector a 372C durante 60 minutos, midiendo la absorbancia a 725 nm en

el minuto 60.

Figura 38. Ejemplo de realizacién del método Folin-Ciocalteau

EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Los resultados para el contenido de polifenoles totales se expresan como equivalentes

de acido galico (mg GAE)/Kg. frente una curva de calibracién de acido galico.

Para el método Folin-Ciocalteau, la ecuacion de la recta de calibrado, realizada a partir
de la absorcién a 765 nm de una serie de soluciones de acido galico de concentracién

conocida, garantiza la linealidad del método; la recta obtenida fue:

Recta Calibrado Folin-Ciocalteu
3,50E-03 4
3,00E-03 1 y = 0,2031x - 0,0003
= R? = 0,9981
S  2,50E-03 -
£
S 2,00E-03 -
§ 1,50E-03 |
o  1,00E-03 -
<
5,00E-04 -
0,00E+00 T T : : : s
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200
Absorbancia 765 nm

Figura 39. Recta Calibrado método Folin-Ciocalteu para determinacion de polifenoles totales.
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4.2.2.2. Polifenoles individuales

ESTUDIO PRELIMINAR

DESCRIPCION DE LA TECNICA

El acoplamiento de la espectrometria de masas a la cromatografia liquida nos permite

separar los analitos utilizando su masa/carga (m/z). Para poder acoplar ambas técnicas

y permitir que las sustancias a analizar pasen a fase gaseosa, se ha utilizado un sistema

de ionizacién por electrospray (ESI), utilizado en muchos casos para la determinacion

de compuestos polifendlicos ya que es un sistema eficaz en el andlisis de compuestos

polares, labiles y/o con bajo peso molecular (Borras-Linares, 2014).

En cuanto al analizador, se emplea el cuadrupolo. Se compone de 4 barras alargadas

en formacion cuadrada, conectadas eléctricamente entre si, en pares opuestos

(Hoffmann et al. 2001).

REACTIVOS

Agua bidestilada MilliQ para HPLC (Millipore)

Eter dietilico (Panreac) calidad HPLC.

Metanol (J.T. Baker) calidad HPLC.

Acetona (Panreac) calidad HPLC.

Sulfato sddico anhidro (Panreac)

Acido férmico (Panreac) calidad HPLC.

Acetato de etilo (Panreac) calidad HPLC.

Reactivos para las disoluciones de la digestion (CaClz2(H20)2, KCl, KH2POa,
NaHCOs, NaCl, MgCl2(H20)s, (NH4)2CO3) (Panreac).

INSTRUMENTAL

Centrifugadora Sigma 2-16 PK sartorius
Balanza de precision Mettler AE200

Licuadora de Zumos Moulinex

Rotavapor Blichi461 Water Bath

Jeringas con columna C18 (Set-Pak Cardtriges)

pHmetro Crison
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e Lliofilizador Telstar Lyoquestus

e Agitador Heidolph, Reax 2

e Incubadora Termaks, B800O.

e Cromatdgrafo: Acquity UPLC System. Waters.

e Columna: Waters ACQUITY UPLC™ HSS T3 2.1 x 100 mm, 1.8 um

e Detector: Espectrémetro de Alta Resolucién SYNAPT G2 HDMS Q-TOF. Waters.

e Fuente de lonizacion: Electrospray ionization (ESI)

PROCEDIMIENTO

Este estudio preliminar se hizo la puesta a punto del método de extraccion de la
muestra con el que mayor nimero de polifenoles se identificaran, para poder hacer
una cuantificacidn posterior de forma mas eficiente.

En este primer estudio se utilizaron 3 frutas (mango, papaya y chirimoya).

Los métodos de extraccion de muestra comparados fueron:

- Liofilizacion (ver apartado 4.1.2.)

- Zumo:
En este caso la extraccién consistio en pelar las frutas y quitarle los huesos,
gueddndonos con la parte comestible, la pasamos por una trituradora y obtenemos

zumo de las tres frutas.

- Extraccion liquido-liquido con concentracion inicial

Se siguié un método de extraccidn discontinuo (Diez et al., 1980). La fruta se corté y se
le quitaron los huesos y la piel, queddndonos sélo con la parte comestible. Se trituré
en una licuadora y obtuvimos el zumo de cada fruta.

A continuacion se centrifugd el zumo 10 minutos a 9000 rpm y de ahi se pasé el
sobrenadante a un embudo de decantacién y se extrajo tres veces con éter dietilico, se
congeld durante 24 horas a -202C. Se filtré y rotaevapord a 302C hasta el menor
volumen posible. Se recogid el extracto seco con ImL de mezcla metanol/agua (1:1), se

filtrd (0,20 micras) y se paso al vial de cromatografia para proceder a hacer el andlisis.
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- Extraccion liquido-liquido con concentracion final

La fruta se cortd y se elimind toda la parte no comestible (piel, semillas y/o hueso). Se
triturd en una licuadora la parte comestible separada y obtuvimos el zumo de cada
fruta. Se agregaron 20mL de éter dietilico y se congelé a -2092C durante 24 horas.
Pasado este tiempo se centrifugd la soluciéon 10 minutos a 9000 rpm.

Se pasd el sobrenadante a un embudo de decantacion donde se hicieron tres
extracciones con 20 mL éter dietilico cada vez.

Se tomd el extracto organico y se agregd una cucharada de sulfato sdédico anhidro, se
filtraron y se paso el filtrado a un matraz corazén para rotavaporar a 302C hasta el
menor volumen posible. Se recogieron los extractos con 1 mL de mezcla metanol/agua
(1:1), se filtraron con un filtro de membrana de 0,20 um y pasamos a un vial de

cromatografia para proceder a hacer el andlisis.

- Extraccion en columna C18
Se siguié el método de extraccion descrito por Caetano et al. (2015). Se pesé 1g de
liofilizado de las frutas chirimoya, mango y papaya.
Se prepard una disolucién (0,35/20/79) acido férmico/acetona/agua. Se afadio el
gramo de liofilizado a los 120mL de la disolucidon y se puso en agitacion a 1500 rpm
unos 20 min. Después se filtréd y rotaevapord a 352C durante 1 h. Se lleva hasta
volumen conocido con disolucién 0,35% de acido féormico en agua Milli Q. Se llevé a
cabo una purificacion: 4mL de la disolucidn de acido férmico y se cargan en la C18 que
previamente se activa con metanol y se acondiciona con acido férmico 0,35% en agua
Milli Q.
Se prepararon 100 mL de agua acidificada al 0,35% de acido formico (99,65mL agua +
0,35mL 4cido férmico). Se prepard la de metanol acidificado de la misma manera.
1. Dejamos que pase la muestra y lavamos con 2 volumenes de acido férmico 0,35% en
Milli Q.
2. Lavamos con 2 volumenes de acetato de etilo
3. Lavamos con 2 voliumenes de acido formico 0,35% en metanol.
La fraccion 2 se seca el acetato de etilo con N, y se lleva a 5 mL con 20% metanol en

Milli Q.
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La fraccidén 3 se elimina el metanol con el rotavapor y se lleva a 5mL con 0,35% de
acido formico en Milli Q.

Pasamos todas las fracciones a viales para cromatografia.

- Extraccién en columna C18 con digestidn
Se procedié primero a hacer una digestion de las muestras liofilizadas.
- Oral: Pesamos 1,25 g de liofilizado. Se prepard una solucién salina que simula los
jugos de la boca y se afadié calcio justo antes de echarla al liofilizado para que no
precipitara. Se afadié 1,25 mL de la solucidn salina y se metié en la estufa 2 minutos a
37°C (temperatura corporal).
- Gastrica: Se afadio la fase gastrica que contiene una pepsina de unas 1600 Ug. Se
ajusté el pH a 3 con HCI 6M. Se metid en la estufa 2 horas a 372C con agitacion lenta.
- Intestinal: Se afadieron 5mL de la solucién de pancreatina con acidos biliares. Se
ajusté al pH del intestino y se dejo en la estufa otras dos horas. Después de las dos
horas se pard la reaccién metiéndolo en hielo.
Reservamos las muestras para procesarlas. Después de la digestion se procedid a hacer

el método de extraccion anterior con C18 con el mismo procedimiento.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Se identificaron los polifenoles mediante comparacién de las masas negativas
obtenidas con las registradas en la base de datos del programa MassLinxs.

Con el método de extraccién liquido-liquido con centrifugacion final se identificaron,
17 polifenoles en papaya, 21 en chirimoya y 26 en mango (Tabla 7.)

Con las demas extracciones se identificaban igual o menos de 3 polifenoles en los

cromatogramas.
En este estudio se observd, por tanto, que la técnica puesta a punto de extraccién

liquido-liquido con concentracién final era el que permitia identificar un mayor

numero de polifenoles, con lo cual, fue el utilizado para la cuantificacién.
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Chirimoy
POLIFENOLES FORMULA [M-H]- Mango Papaya a
No-Flavonoideos
Acidos cindmicos
Acido Cafeico CyHgO,4 179,0344 3,73 6,37 20,68
Acido Ferulico C1oH1004 193,0501 15,63 9,10 14,50
Acido Sinapico C11H1505 223,0606 25,63 4,14
p-cumarico CoHgO3 163,0395 30,93 3,63 26,82
o0-Cumarico CoHgO3 163,0395 3,63 26,82
Acido Cafeico o-hexésido C1sH1504 341,0873 2,99
Acido Sinapico o-hexdsido C17H2,019 385,1135 2,74
Acido Ferulico o-hexdsido Ci6H2004 3551029 6,33
4-Vinyl-guaiacol CyH100, 1490603 16,86
Acidos benzoicos
Acido Galico C/H¢Os 169,0137 179,67
Acido Vanilico CgHgO0, 167,0344 6,20 9,43
Acido Elagico C14HgOg 300,999 13,43 3,93
Acido Hidroxibenzoico C;Hg05 137,0239 6,37 5,40 18,14
Acido Protocatéquico Ci3H1609 315,0716 23,43
Hidroxifenil acético (relacionado con 4-
hidroxibenzoico) CsHgO5 151,0395 4,07
p-Vanilina CsHgO5 151,0395 4,07
o-Vanilina CgHgO3 151,0395 4,07
Acido Gentisico C;HgO,4 153,0188 4,33
Glucogalina C13H16010 331,067 51,33 33,00
Metil gallate éster CgHgOs 3350409 13,40
Metil gallate CgHgOs 1830299 21,57
Estilbenos
E-Astringina CyoH»109 405,1191 5,43 11,67
Taninos
Acido valoneico dilactona Cy1H10013 4690524 98,67 34,39
Flavonoideos
Flavanoles
Acido Catequinico C15H1406 289,0712 231,67 4,86
Penta-0-galloyl-glucosido C14H3,056 9391109 61,67 10,25
Tetra-O-galloylglucosido C34H»505, 7870999 38,67 3,61
Flavonoles
Quercetina C1sH1005 301,0348 37,00 11,57
Quercetin pentosido CyoH18011 4330776 3,37
Rhamnetin hexosido Cy,H5,045 4771038 29,90
Rhamnetin-3-[6""-2-butenoil-hexosido] CysH16013 5450583 50,67 7,39
Flavonas
Luteolina Ci5H1006 285,0399 12,14
Flavanona
8-Prenylnaringenin CyoH2005 3391232 12,93
Otros
Acido palmitico C1sH360, 283,2637 88,33 3,67 11,61
d-mannitol CeH1,06 179,0556 5,77 3,90
d-mannose pyrano C36H160; 255,2324 30,03 19,11
1,3-phenyl-1-acetona CisH1,0 209,0966 11,17 2,71
Acido Indole-3-carboxylico Cy0HgNO, 174,0555 2,59
Delphinidin-3-Oacetylmonoglucosido Cy3H»3043 5071139 5,73
2,4,6-trihydroxy-1,3,5-triazine CgH1406 1810712 4,87

Tabla 7. Polifenoles individuales identificados por el método de extraccién liquido-liquido con concentracidn final.
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CUANTIFICACION DE POLIFENOLES INDIVIDUALES
DESCRIPCION DE LA TECNICA
Se llevé a cabo la misma técnica que en el estudio preliminar, acoplamiento de la

espectrometria de masas a la cromatografia liquida.

REACTIVOS
e Agua bidestilada MilliQ para HPLC (Millipore)
e FEter dietilico (Panreac) calidad HPLC.
e Metanol (J.T. Baker) calidad HPLC.
e Acetona (Panreac) calidad HPLC.
e Sulfato sddico anhidro (Panreac)
e Agua con 0.5% de acido acético
e Acetonitrilo (Solucion B)
Patrones:
e Acido hidroxibenzoico. (Sigma)

Acido palmitico (Sigma)

e Acido ferulico. (Fluka)

e Acido cafeico. (Fluka)

e Acido vanillico. (Fluka)

e Acido siringico. (Fluka)

e Acido gélico. (Sigma)

e Hidroxitirosol. (Fluka)

e 3,5-dihidroxibenzoico (Sigma)
e 4-Vinilguaiacol (Sigma)

e d-manosa pirano (Sigma)

e p-Vanilina. (Fluka)

e Pirogaliol (Sigma)

e Naringenina (Sigma)

e Acido protocatéquico (Sigma)
e Quercetina (Sigma)

e Acido eldgico (Sigma)
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e Acido clorogénico (Sigma)
INSTRUMENTAL
e Centrifugadora Sigma 2-16 PK sartorius
e Balanza de precisién Mettler AE200
e Licuadora de Zumos Moulinex
e Rotavapor Biichi461 Water Bath
e Cromatdgrafo: Acquity UPLC System. Waters.
e Columna: Waters ACQUITY UPLC™ HSS T3 2.1 x 100 mm, 1.8 um
e Detector: Espectrémetro de Alta Resolucién SYNAPT G2 HDMS Q-TOF. Waters.

e Fuente de lonizacion: Electrospray ionization (ESI)

PROCEDIMIENTO

En 7 tipos de frutas cultivadas en la zona de Granada-Malaga se siguié un método de
extraccidon discontinua liquida-liquida con concentracidn final en el que los polifenoles
fueron extraidos con éter dietilico, anteriormente descrito. Se muestra el esquema en
la Figura 40.

Las frutas estudiadas fueron, carambola (Averrhoa carambola) (n=10); chirimoya
(Annona cherimolla Mill) (n=10); kiwi (Actinidia chinensis F.A.) (n=10); mango
(Mangifera indica L.) (n=10); papaya (Carica papaya L.) (n=10); pitaya (Stenocereus

queretaroensis) (n=10) y paraguaya (Prunus persica var. platycarpa).

109



Parte experimental

[ Fruta Tropical ]

Pelado y cortado \L/ Licuado

Zumo de fruta

Agregar eter Conservar24 ha-
dietilico 20C

Fases congeladas
Centrifugacion ) ’ EXTRACCION
106000 rpm  —  —~g4 —  ETERDIETILICO
Fase organcia

Sulfato sddico

‘/— anhidro

Fase organica
pura

Evaporar a vacio a
30 eC

Residuo gelatinoso ]

)

Mezcla
metanol:agua
(50:50)

[ Extracto ]
Filtrar 0,20 micras N

[ Solucién analitica ]

Figura 40. Esquema proceso Extraccién polifenoles liquido-liquido con concentracién final.

Se realizaron una serie de disoluciones de concentracion entre 5-40 molar, de
polifenoles patrones con diferentes tiempos de retencién. Para cada polifenol
seleccionado se realizé una recta de calibrado con un R>> 0 = 9,997, de forma gue se
garantiza la linealidad del método. Los patrones fueron pinchados en las mismas
condiciones de trabajo que las muestras. Con estos tiempos de retencion conocidos y
el drea de los espectros se identificaron y cuantificaron los polifenoles existentes en las

diferentes muestras.
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Las condiciones de trabajo del UPLC fueron:
e Temperatura de la columna: 400C
e Volumen de inyeccién: 10uL
e Gradiente:
- Inicial (tiempo=0): 5% B,
- tiempo=15: 95% B,
- tiempo=15.1:95% B
e Tiempo de analisis: 18 min

e Flujo: 0.4 mL/min

Las condiciones en el espectrémetro de masas fue el modo de ionizacién: Negativo y el
rango de medida: 50-1200 uma.

La separacidén cromatografica se realizé usando un gradiente de eluciéon con agua y
0.5% de acido acético como eluyente A; acetonitrilo y 4cido acético al 0.5% como
eluyente B. La velocidad de flujo establecida fue de 650 pl /min, la columna se

mantuvo a 452C y el volumen de inyeccién fue de 10 pl.

El analisis de espectrometria de masas se llevd a cabo utilizando un espectrémetro de
masas de triple cuadrupolo XEVO TQ-S. El instrumento funciona utilizando electrospray
(ESI) de ionizacién en el modo de idn negativo. La adquisicion de datos se realiza
utilizando el software MassLynx 4.1 con el programa QuanLynx (Waters, Barcelona,
Espaiia). Para la deteccidon por MS/MS, los parametros de la fuente de ionizacién en el
modo negativo son los siguientes: el voltaje capilar se fija en 2.00 kV y el cono en 10 V;
la temperatura de la fuente es de 100 2C y la de desolvatacién de 300 2C. El gas del
cono y de desolvatacién utilizado es nitrégeno y se fijan caudales de 150 y 500 I/h,

respectivamente.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Se prepararon soluciones estandar de 10 mg/L de cada compuesto fendlico y fueron
infundidos en el aparato con un caudal de 10 puL/min en primer lugar, y luego se
combinaron con el flujo de la fase movil. La tension de la colisidon se optimiza, asi como

la seleccién de la transicion mas sensible para la cuantificacion. Aunque, algunos
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compuestos fendlicos tienen el mismo tiempo de retencidn, pueden ser identificados
porque tienen diferentes transiciones de cuantificacién y confirmacién.

Se utilizd la técnica del estandar externo. Las rectas de calibracién para los polifenoles
se construyeron trazando el drea del pico frente a la concentracién del polifenol en
ocho concentraciones. Los parametros de calidad para la determinaciéon

cromatografica de los diferentes polifenoles cuantificados se muestran en la Tabla 8.

Polifenol R’ Rango lineal (mg/L) ‘
Acido Cafeico 0,993 0,10 - 20
Acido Ferulico 0,990 0,10- 20
Acido Sinapico 0,987 0,10 - 20
p-cumarico 0,987 0,10-20
Acido Clorogénico 1,000 0,10-20
Acido Galico 0,995 0,10 - 20
Acido Vanilico 0,994 0,10 - 20
Acido Elagico 0,997 0,10 - 20
Acido p-Hidroxibenzoico 0,998 0,10-20
Acido Protocatequico 0,994 0,10- 20 i .
Tabla 8. Parametros de calidad
Pirogaliol 0,993 0,10 - 20
Ac. 3,5 dimetoxi benzoico 0,992 0,10 - 20 para la determinacién cromatografica de
Quercetina 0,994 0,10 - 20 polifenoles
Naringenina 0,995 0,10-20

Limite de deteccién= 0,005 mg/L
La repetibilidad del método cromatogréfico se comprobé con diez inyecciones

consecutivas de una de las muestras objeto de analisis (Tabla 9.)

Polifenol SIEmICIE 5 5
n Area media + DS S CV (%)

Ac. Galico 10 516,38 + 67,266 0,46 1,3
Naringenina 10 97,16 + 9,299 7,31 0,95
Hidroxibenzoico 10 171,92 + 23,752 2,75 1,38
Ac. Cafeico 10 108,83 + 7,213 0,51 0,66
p-Cumarico 10 89,75 + 2,367 0,73 0,26
Ferulico 10 65,544 + 6,412 5,85 0,97

s varianza; CV: coeficiente de variacién; Limite de deteccién = 0,005 mg/L
Tabla 9. Parametros para la comprobacion de la exactitud y precision del método en la determinacién

de polifenoles individuales.

Una vez obtenidos los cromatogramas de cada muestra, los polifenoles fueron
identificados mediante comparacion de las masas negativas buscadas en bibliografia

con el software MassLinxs.
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4.2.3. Capacidad antioxidante

Preparacién de la muestra

DESCRIPCION DE LA TECNICA

La extraccién que se llevd a cabo corresponde a una modificacion del método de
Pérez-Jiménez et al., (2005) el cual incluye una doble extraccion, primero con metanol
y después con acetona, la cual permite extraer la mayor cantidad posible de

compuestos fendlicos y vitaminas antioxidantes presentes en las muestras.

REACTIVOS
e Metanol: agua (50:50)
e Acido clorhidrico

e Acetona: agua (70:30)

INSTRUMENTAL
e Placa de calefaccion Rotatterm, Selecta (Figura 41.).
e Centrifuga, Universal 320, Hettich, (Figura 42.).

e Congelador Sanyo Vip Series 530

UNivERsaL azo

Figura 41. Rotaterm, Selecta Figura 42. Universal 320, Hettich

(elaboracién propia). (elaboracion propia).

PROCEDIMIENTO
Se pesaron con precision de + 0,1 mg, 0.4 g de la muestra liofilizada (ver apartado

4,1,2); se anadieron 4 mL de metanol: agua (50:50) acidificada a pH = 2 con acido
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Centrifugacionclorhidrico y se agitd, durante una hora, en una placa sin calefaccion
Posteriormente se centrifugaron a 9000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se
recogié en un matraz aforado de 10 mL y se procedidé con la segunda extraccion.
(Figura 43.).

En esta segunda extraccion se afiadid al residuo, 4 mL de acetona: agua (70:30) y se
repitio el proceso de agitacién y centrifugacion.

El sobrenadante obtenido en la segunda extraccién se combiné con el primero y se

llevé a 10 mL con agua destilada.

Esqguematicamente:

-

c [ Muestra liofilizada ]
X
T Metanol:Agua ' o
N (50:50) Acido clorhidrico
A .,
C Muestra en solucion
C a PH=2
| Centrifugacion
0 Agitacion sin calor
N
1 \ Residuo [ Sobrenadante ]
/ Enrasar, separar
Acetona:Agua en Eppendorf
E (70:30)
X
T y Matraz de Congelar
R [ Residuo en solucién ] 10 mL muestra
A hasta su
C P
C Agitacidn sin calor Centrifugacion analisis
I
(0]
N
2 [ Sobrenadante

-

Figura 43. Esquema del proceso de extraccidon doble para la determinacién de capacidad antioxidante

total.
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El extracto se separd en 4 alicuotas en eppendorf de 1,5 mLy se almacenaron a -80 C,

(Sanyo Vip Series 530) hasta el momento del andlisis.

4.2.3.1. Método ABTS

DESCRIPCION DE LA TECNICA

El monocatidon radical ABTS e+, es un compuesto cromoéforo verde- azulado muy
estable, soluble en agua y con un maximo de absorcidon a 734 nm. Se genera por la
oxidacion de ABTS con persulfato de potasio y se reduce en presencia de antioxidantes
donadores de hidrégeno. Tanto la concentracién de antioxidante como la duracidn de
la reaccién en la inhibicién de la absorcidén radical cation, se tienen en cuenta al
determinar la capacidad antioxidante (Re et al. 1999). La reduccién del color verde
serd proporcional a la capacidad antioxidante de la muestra objeto de estudio (Figura

44.).

Figura 44. Ejemplo de realizacién del método ABTS

REACTIVOS
e Sal amodnica del acido 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS).
e Persulfato potasico 2.45 mM.
e Etanol absoluto
e Metanol
Preparacion:

Solucién de ABTS 7 mM. Se prepara diluyendo 38.4 mg en 10 ml de persulfato
potasico 2.45 mM 12-16 h antes de su uso, manteniéndolo en oscuridad y a
temperatura ambiente.

Solucién diaria de ABTS: diluir la solucién madre de ABTS™ con solucién de

etanol: agua (50:50) hasta obtener una absorbancia de 0.70 £ 0.02 a 730 nm.
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e Acido 6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcromano (trolox)
Preparacion:
Solucidon madre de Trolox (1 mg/ml): se pesan 10 mg de Trolox y se disuelven
en 2 ml de metanol. Posteriormente se completa con agua destilada el volumen en
un matraz aforado de 10 ml. La recta de calibracién se prepara diluyendo esta

solucién madre con agua destilada, en concentraciones entre 0,07 y 0,01 mg/ml.

INSTRUMENTAL
e Lector de placas FLUOstar Omega (BMG)

e Placas transparentes de 96 pocillos (BIOGEN)

PROCEDIMIENTO

En cada pocillo de la placa se ponen 20 pyL de muestra (ver preparacién muestra
apartado 4.2.2.) y de blanco o disolucion de Trolox (patrén).

A continuacion se introduce la placa en el lector y el inyector automaticamente
adiciona 280 pL de la solucién diaria de ABTS. En el lector la placa se incuba a 372C

durante 20 minutos y toma una lectura cada minuto a una absorbancia de 730 nm.
EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos en todos los ensayos se expresaron como mmoles de

equivalentes de Trolox/g de muestra.
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4.2.3.2. Método DPPH
DESCRIPCION DE LA TECNICA
El método consiste en monitorizar la desaparicién del radical DPPH" causada por la
adicién de una muestra que contiene antioxidantes. Esto se puede observar por un

cambio en el color morado del radical que en presencia de antioxidantes se reduce.

La deslocalizacién del electrén desapareado del radical DPPH, le otorga una coloracidn
violeta caracterizada por una banda de absorcidon en solucién etandlica centrada
alrededor de 520 nm. Cuando una disolucién de DPPH entra en contacto con una
sustancia que puede donar una datomo de hidrédgeno o con otra especie radical, se
produce la forma reducida DPPH-H 6 DPPH-R con la consecuente pérdida de color y

por lo tanto, pérdida de la absorbancia (Molyneux, 2004).

REACTIVOS

e 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH)

Preparacion:
Solucién de trabajo DPPH 74 mg/l: para 100ml disolver 7.4 mg en 100 ml de
metanol.
e Acido 6-hidroxi-2, 5,7, 8-tetrametilcromano (Trolox)

Preparacion:
Solucién madre de Trolox (1 mg/ml): se pesan 10 mg de Trolox y se disuelven en 2
ml de metanol. Posteriormente se completa con agua destilada el volumen en un
matraz aforado de 10 ml. La recta de calibracion se prepara diluyendo esta solucién
madre con agua destilada, en concentraciones entre 0,5y 0,01 mg/ml.

e Metanol

INSTRUMENTAL
e Lector de placas FLUOstar Omega (BMG)

e Placas transparentes de 96 pocillos (BIOGEN)

117



Parte experimental

PROCEDIMIENTO

En cada pocillo de la placa se ponen 20 uL de muestra (ver preparacion muestra
apartado 4.2.2.) (previamente diluida, si es necesario), blanco o disolucién de Trolox
(patrén). A continuacion se introduce la placa en el lector y el inyector automatico 1
adiciona 280 pL de la solucién de DPPH.

Se incuba la placa a 372C durante 60 minutos, tomando una lectura a 517 nm cada

minuto. Se toma como resultado la lectura final.

Figura 45. Ejemplo de realizacién del método DPPH.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Los resultados obtenidos en todos los ensayos se expresaron como mmoles de

equivalentes de Trolox/g de muestra.
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4.2.3.3. Método FRAP
DESCRIPCION DE LA TECNICA
Cuando el complejo Fe**-TPTZ (incoloro) es reducido en condiciones &cidas a la forma
Fe®* por los compuestos antioxidantes, se produce una coloracién azul intensa, con un
maximo de absorcion a 595 nm. Por tanto, el efecto antioxidante se evalla
monitorizando la formacién del complejo Fe**-TPTZ mediante espectrofotometria. Asi,
cuanto mas antioxidante es la sustancia objeto de estudio, mayor es la reduccion y

mayor la concentracion de Fe2+ y mas alta la sefial de absorbancia (Medina, 2010).

REACTIVOS
e 2,4, 6-tris (2-piridil) s-triazina (TPTZ)
Preparacion:
Solucion TPTZ (10 mM): para 10ml disolver 31.2 mg en 10 ml de HCl 40 mM.
e Cloruro férrico hexahidratado
Preparacion:
Solucién FeCls;.6H,0 (20 mM): para 25 ml disolver 135.2 mg en 25 ml de agua
destilada.
e Acetato sédico
e Acido 6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcromano (trolox)
Preparacion:
Solucién madre de Trolox (1 mg/ml): se pesan 10 mg de Trolox y se disuelven en 2
ml de metanol. Posteriormente se completa con agua destilada el volumen en un
matraz aforado de 10 ml. La recta de calibracion se prepara diluyendo esta solucién
madre con agua destilada, en concentraciones entre 0,4 y 0,01 mg/ml.
e Metanol
e Acido clorhidrico
Preparacion:
HCI (40 mM): para 100ml diluir 535 pl de HCI 37% en 100 ml de agua destilada.
e Tampon acetato (0.3 mM) pH 3.6: para 250ml disolver 6.1 mg de acetato sédico

en 200 ml de agua destilada, ajustar el pH a 3.6 y completar hasta 250 ml.
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e Solucién diaria de trabajo de FRAP: mezclar 2.5 ml de la soluciéon de TPTZ, 2.5

ml de la solucién de FeCl; y 25 ml de tampédn acetato pH 3.6.

INSTRUMENTAL
e Lector de placas FLUOstar Omega (BMG)

e Placas transparentes de 96 pocillos (BIOGEN)

PROCEDIMIENTO

En cada pocillo de la placa se ponen 20 uL de muestra (ver preparacién muestra
apartado 4.2.2.) (previamente diluida, si es necesario), blanco o disolucién de Trolox
(patrén). A continuacion se introduce la placa en el lector y el inyector automatico 1
adiciona 280 pL de la solucion de FRAP. Se incuba la placa a 372C durante 30 minutos,

tomando una lectura a 595 nm cada minuto. Se toma como resultado la lectura final.

Figura 46. Ejemplo de realizacién del método FRAP

EXPRESION DE LOS RESULTADOS
Los resultados obtenidos en todos los ensayos se expresaron como mmoles de

equivalentes de Trolox/g de muestra.
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4.2.4. Aporte nutricional del consumo de fruta tropicales

Una vez obtenidos los datos se evalué el aporte nutricional de la ingesta, por
consumo de pieza, de las distintas frutas analizadas.
En el caso de los polifenoles, no hay informacién precisa disponible sobre su ingesta
dietética, debido a la gran variedad de estructuras quimicas y la variabilidad de su
contenido en las diferentes frutas y alimentos, en general. Por ello para el calculo del
aporte nutricional, en el caso de polifenoles, se utilizaron las estimaciones analizadas
en algunos estudios Mafiach et al., 2004 ; Chun et al., 2005; Saura-Calixto et al., 2007;
Pandey et al., 2009; también se revisaron las bases de datos mas utilizadas USDA,

Phenol-Explorer, EuroFIR-BASIS y se utilizé6 ademas datos del estudio PREDIMED.

4.2.5. Analisis estadistico

Para realizar el estudio estadistico se utilizaron los software estadisticos
Statgraphics Centurion XVI (2009) y SPSS 15.0. Las medidas se realizaron al menos por
triplicado y la normalidad de los datos se comprobd utilizando el test de Kolmogorov-
Smirnov. La significacién estadistica de los datos fue probado por analisis
unidireccional de la varianza (ANOVA), seguido por la prueba de Duncan para
comparar las medias que mostraron una variacion significativa (P <0,05).

La evaluacidn de la relacidon entre las muestras se llevo a cabo mediante el calculo del
coeficiente de correlacién relevante (Correlacion lineal de Pearson) en el P <0,05 nivel

de confianza. El analisis multivariante se realizé mediante andlisis de conglomerados.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Propiedades fisico y fisico-quimicas

Resultados y Discusion

En las siguientes tablas aparece reflejado el resumen estadistico de las

propiedades fisico y fisicoquimicas.

Tabla 10. Propiedades fisico y fisico-quimicas de fruta tropical nacional, cultivada en la costa de

Granada-Malaga.

Sélidos solubles Acidez indice de Humedad Cenizas
pH Calibrado * (2Brix) % maduracién % %
Fruta Media + DS Media + DS Media + DS Media + DS (**) Media + DS Media + DS
Chirimoya  470+0,491 286,67 + 97,412 (g) 9,75 + 1,601 0,18 + 0,072 51,33 76,49 +2,812  2,21+0,443
Aguacate  g59.+0211 210,12 + 128,151 (g) 8,36 + 0,122 0,06 + 0,503 137,07 71,95 +5,683 9,76 + 5,352
var. Hass  g54+0,252 218,24 + 158,067 (g) 8,37 + 0,883 0,06 6+ 0,033 145,05 72,13+5,465 12,55+4,776
var.Bacon  63+0,203 180,48 + 90,607 (g) 8,25 + 0,232 0,06 + 0,021 124,25 71,69+6,107 6,48 + 4,015
Kiwi 4,83+0,884  4,65+0,131 (cm) 9,50 + 1,121 1,11 + 0,093 8,49 84,15+ 1,875 4,44 +0,882
Mango 4,18+0,301 7,90+ 1,102 (cm) 13,25 + 0,666 0,42 + 0,202 31,55 82,66 +2,634  2,15+0,446
Papaya 528+0,222 8,85 +1,144 (cm) 9,68 +2,337 0,14 + 0,034 68,47 86,92 +2,373 5,27 + 0,495
Caqui 5,81 + 0,248 6,88 + 0,365(cm) 15,77 + 1,083 0,08 + 0,065 176,50 77,53 +2,368  2,35+0,424
Carambola 4564+0286 6,60+ 0,143 (cm) 4,11 +0,125 0,28 + 0,023 13,93 91,16+ 0,257 4,10 + 0,062
* Chirimoya y Aguacate en g pieza total; Kiwi, Caqui, Carambola, Mango y Papaya cm didmetro seccién
ecuatorial.
** Cociente entre el valor de sélidos solubles y la acidez.
Tabla 11. Propiedades fisico y fisico-quimicas de fruta tropical no-nacional.
Solidos solubles  Acidez indice de Humedad Cenizas
pH Calibrado * (2Brix) % maduracién % %
Fruta Media + DS Media + DS Media + DS Media + DS (**) Media + DS Media + DS
Chirimoya 458 +0,235 280,42 + 3,251 (g) 11,80+0,766 1,30+ 1,217 9,08 72,01+ 1,227 0,95+ 1,351
Aguacate 5740207 185,11 +2,136(g) 8,53 + 0,444 0,48 + 11,25 17,77 73,23 +0,055 3,15 + 2,416
Kiwi 3,79+0,152 4,42 +0,189 (cm) 10,87 + 0,175 1,12 + 0,092 9,69 8382+1,023 5,00+ 2,155
Mango 3,65+ 0,328 8,80 +0,223 (cm) 15,37+3,355 0,50+ 0,148 30,50 82,75+0,192 2,46+ 0,024
Papaya 5,55+0,293 7,67 + 0,638 (cm) 12,12 +4,123 0,13 +0,025 93,23 90,19 + 1,632 5,93 + 0,927
Caqui 5,50+ 0,034 6,95 + 2,324 (cm) 18,59+2,312 0,08 + 1,463 232,38 80,32+0,533 3,31+ 1,688
Carambola 3 69 +0,165 5,06 + 0,688 (cm) 4,23 + 0,445 0,13 + 0,133 31,94 91,42 +0,756 4,10 +0,439

.* Chirimoya y Aguacate en g pieza total; Kiwi, Caqui, Carambola, Mango y Papaya cm didmetro seccion

ecuatorial.

** Cociente entre el valor de sélidos solubles y la acidez.
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pH

Los pH encontrados en las frutas nacionales (Tabla 10.) y frutas no-nacionales (Tabla
11.) se mueven entre los valores mas bajos del mango nacional, 3,65 + 0,32 y 4,18 +
0,30 del mango no-nacional, hasta el aguacate nacional con 6,59 + 0,21y 6,57 + 0,20

del aguacate no-nacional.

Encontramos valores entre las frutas nacionales entorno a pH de 4 a chirimoya, kiwi,
mango y carambola, (4,70 + 0,49; 4,83 + 0,88; 4,18 + 0,30; 4,56 + 0,28;

respectivamente); entorno a pH 5 a papaya y caqui (5,28

I+

0,22 y 5,81 + 0,24,
respectivamente) y con pH 6, el mas alto al aguacate (6,59 + 0,21). Las variedades de
aguacate tienen un pH de 6,54 + 0,25 para la variedad Hass y de 6,63 + 0,20 para la
variedad Bacon.

En las frutas no-nacionales (Tabla 11.), la chirimoya tiene un valor similar con 4,58 +
0,23, sin embargo kiwi, mango y carambola reflejan datos de pH menor (3,79 + 0,15;
3,65 + 0.32 y 3,69 + 0,16 respectivamente). Caqui y papaya dieron valores similares a

las frutas nacionales y aguacate siguié siendo la fruta con mayor pH.

En comparaciéon con estudios anteriores encontramos similitud con los datos
aportados (lllescas et al., 2008; Abellan et al., 2010; Rodriguez-Pleguezuelo et al., 2012;
Torres et al., 2013; Zuhair et al., 2013).

La significacion estadistica de los datos fue probada por andlisis unidireccional de la
varianza (ANOVA). Para este parametro, este analisis nos muestra que existe una
diferencia estadisticamente significativas entre los valores de pH de las distinta frutas,
con un nivel de confianza del 95,0%. No siendo asi, para los datos dentro de la misma
fruta.

La evaluacién de la relacion entre las muestras se llevd a cabo mediante el calculo del
coeficiente de correlacién relevante (Correlacion lineal de Pearson) en el P <0,05 nivel
de confianza. En esta evaluacién encontramos que las diferencias estadisticamente
significativa (p<0,05) encontradas entre las frutas en el ANOVA anteriormente
efectuado, encuentra en 25 de las 28 posibilidades de comparacion que existen entre

los 8 tipos de diferentes frutas. Asi, las Unicas comparaciones que no tiene diferencias
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estadisticamente significativas se dan cuando se compara el pH de las variedades de
aguacate (variedad Hass y Bacon) entre si; el par carambola-chirimoya y el par

chirimoya-kiwi.

De la misma manera, se realizo el analisis unidireccional de la varianza (ANOVA) entre
frutas de diferente origen, donde se observd que existian diferencias entre los datos
de unas frutas y otras, sin embargo dentro del mismo tipo de fruta los datos no tenian
diferencia significativa (p<0,05). La evaluacién de la relacidn entre las muestras se llevo
a cabo mediante el calculo del coeficiente de correlacién relevante (Correlacion lineal
de Pearson) en el P <0,05 nivel de confianza. Las diferencias encontradas fueron entre
los valores de las variedades de aguacate (variedad Hass y Bacon) entre si; el par

carambola-chirimoya, el par chirimoya-kiwi y caqui-mango.

Calibrado

El calibrado oficial de chirimoya y aguacate se realiza a través del peso total de la pieza
de fruta. Asi encontramos que la chirimoya nacional da una media de 286,67 + 97,41 g,
algo superior a la no-nacional (280,42 + 3,25 g). La media del peso de la pieza de fruta
de aguacate nacional, también supera al no-nacional (210,12 + 128,15 g y 185,11 +
2,13 g, respectivamente).

Todos los datos de chirimoyas y aguacates, tanto nacionales como no-nacionales,
entran en de la Categoria Extra segun la norma de calidad del B.O.E. Orden, 5
noviembre 1981 (Reglamento (CE) n2 831/97 de la Comision, de 7 de mayo de 1997,
por el que se establecen normas de comercializacion aplicables a los aguacates y

chirimoyas).

Por otro lado en las demds frutas, cuyo valor de calibrado determinamos con la
medida del didmetro de su seccién ecuatorial, el dato mas alto lo muestra la papaya
nacional (8,85 + 1,14 cm) y el menor, el kiwi no-nacional (4,42 + 0,18 cm).

En estudios anteriores encontramos datos de calibrado similares a los analizados

(lllescas et al., 2008; Clerici et al., 2011; Plaza et al., 2012).

127



Resultados y discusion

La significacion estadistica de los datos fue probado por andlisis unidireccional de la
varianza (ANOVA). Para los valores de calibrado entre chirimoya y aguacate existio
diferencias significativas entre las frutas, sin embargo no ocurrié entre los datos dentro
de cada una de las frutas. Para los valores de calibrado de las demas frutas, existio
también diferencias significativas entre las frutas, sin embargo no ocurrié entre los
datos dentro de cada una de las frutas.

La evaluacidén de la relacidn entre las muestras se llevd a cabo mediante el calculo del
coeficiente de correlacién relevante (Correlacion lineal de Pearson) en el P <0,05 nivel
de confianza. En este andlisis se vio en los datos de las frutas que se evaluaban con el
diametro de la seccidn ecuatorial (no chirimoya, ni aguacate), el Gnico par en el que no

existia diferencias significativas era mango-papaya.

Solidos solubles

De acuerdo al contenido de sdélidos solubles (Tabla 10.), los resultados muestran que
en las frutas nacionales, el caqui y el mango son las frutas con mayor cantidad de
solidos solubles con valores de 15,77 + 1,08 92Brix y 13,25 + 0.66 2Brix,
respectivamente. Con menor contenido encontramos a la carambola con 4,11 + 0,12 2
Brix. De acuerdo a su caracteristica organoléptica de sabor, estos datos no nos
sorprenden debido a que el caqui y el mango son de las frutas estudiadas las mas
dulces, asi como carambola es la menos dulce.

Las demas frutas dan valores medios en torno al 9,50, asi: aguacate 8,36 + 0,12 2Brix;

kiwi 9,50 + 1,12 9Brix; papaya 9,68 + 2,33 2Brix y chirimoya 9,75 + 1,60 2 Brix.

En frutas no-nacionales (Tabla 11.), la tendencia es parecida aunque todas las frutas
presentan valores mayores de 2 Brix. Caqui sigue dando el valor mas alto 18,59 + 2,31 2
Brix, mango le sigue con 15,37 + 3,35 2 Brix y las demas frutas tienen el mismo orden
salvo papaya 12,12 + 4,12 9Brix, que en estas frutas no-nacionales supera a la
chirimoya 11,80 + 0,76 2 Brix. El kiwi 10,87 + 0,17 2Brix, aguacate 8,53 + 0,44 2Brix,
hasta llegar a la carambola que sigue siendo la de menor valor, pero con algo mas que

su igual nacional (4,23 + 0,44 2Brix).

128



Resultados y Discusion

Los datos encontrados en bibliografia para la chirimoya son de 13,00 y 12,87 9Brix
(Abellan et al., 2010; USDA, 2015, respectivamente), mayores a los determinados por
nosotros. Para la papaya nuestro dato tanto en nacional como en no-nacional es
mayor al 7,82 o 9,00 2Brix citado en bibliografia (USDA, 2015; Abellan et al., 2010,
respectivamente) y con respecto al mango, nuestro dato nacional es algo menor al
citado en bibliografia, sin embargo el nacional es algo mayor: 13,66 o 14 2Brix (USDA,
2015; Abellan et al., 2010, respectivamente). Tanto nuestra determinacion en kiwi
nacional como no-nacional supera al 8,99 2 Brix referenciado en la USDA (2015). Caqui
y carambola también dan datos superiores a los encontrados en bibliografia, 12,53 y
14,32 2Brix para el caqui (USDA, 2015; Plaza et al., 2012) y 3,98 9Brix para la carambola
(USDA, 2015). El dato mas disonante es el del aguacate, ya que bibliografia
encontramos 0,66 2Brix (USDA, 2015), dato mas de 10 veces menor al encontrado en

nuestras muestras.

La significacidn estadistica de los datos fue probado por un analisis unidireccional de la
varianza (ANOVA), como hasta ahora, y en este analisis encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos tipos de fruta, no siendo asi dentro
de cada grupo de datos de la misma fruta. Las frutas que no presentan diferencias
significativas (p>0,05) en los datos, son las variedades de aguacate, y las frutas
chirimoya, kiwi y papaya entre si.

La evaluacion de la relacidon entre las muestras de diferente origen se llevd a cabo
mediante el calculo del coeficiente de correlacion relevante (Correlacion lineal de
Pearson) en el P <0,05 mostré que se dan correlaciones muy bajas, en general y que
existen diferencias significativas para el caqui y la carambola con todas las demas

frutas.
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Acidez

En los valores medios de acidez, expresados en % de acido citrico, obtenidos en las
especies de frutas nacionales (Tabla 10.), encontramos que dentro de Ia
heterogeneidad de los resultados, sobresale como fruta con mayor acidez el kiwi (1,11
+ 0,09 %).

Las siguientes mds acidas serian mango (0,42 + 0,20 %) y carambola (0,28 + 0,02 %).
Aun con valores superiores al 0,10 %, estarian la chirimoya (0,18 + 0,07 %) y la papaya
(0,24 + 0,03 %). Por ultimo los valores mas bajos, por debajo del 0,10 %, serian para
caqui (0,08 + 0,06 %) y aguacate (0,06 + 0,03 %).

En las frutas no-nacionales (Tabla 11.) el valor mas alto es para chirimoya (1,30 + 1,21
%), seguido de kiwi (1,12 + 0,09 %). Mango y aguacate tiene también una acides
moderada (0,50 + 0,14 y 0,48 + 11,2 %, respectivamente). Papaya y carambola no-

nacional dieron el mismo valor 0,13 % y la menor acidez seria para caqui 0,08 + 1,46 %.

No se destacan diferencias con los datos encontrados en bibliografia (lllescas et al.,

2008; Abellan et al., 2010; Plaza et al., 2012).

La significacidn estadistica de los datos fue probado por un andlisis unidireccional de la
varianza (ANOVA), como hasta ahora, y en este analisis encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos tipos de fruta, no siendo asi dentro
de cada grupo de datos de la misma fruta; las que presentaron diferencias
significativas en los datos, en comparacidn con otras frutas fueron caqui y chirimoya.

La evaluacion de la relacidn entre las muestras de diferente origen se llevd a cabo
mediante el calculo del coeficiente de correlacién relevante (Correlacion lineal de
Pearson) en el P <0,05, en general dieron correlaciones lineales bajas, Unicamente

caqui y chirimoya una correlacidn destacable (r= 0,655).
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Indice de madurez

Con respecto al indice de madurez es notoria la variabilidad en los resultados
obtenidos, ya que esta variable esta ligada al tiempo de cosecha y a factores medio
ambientales. Los resultados obtenidos muestran grandes diferencias como por
ejemplo kiwi con 8,49 2Brix/%ac. citrico y el caqui con un valor de 176,50 2Brix/%ac.

citrico).

En las frutas nacionales (Tabla 10.), el mayor indice de maduracién lo da el caqui con
una relacion entre los sdlidos solubles y la acidez de 176,50 92Brix/ac. citrico. El
aguacate también da un indice de maduracién alto 137 9Brix/ac. citrico. Papaya y
chirimoya muestran valores medios con 68,47 y 51,33 92Brix/ac. citrico,
respectivamente. El mango con 31,55 9Brix/ac. citrico queda aun por encima de
carambola (13,93 2Brix/ac. citrico) y kiwi (8,49 2Brix/ac. citrico).

Entre las frutas no-nacionales (Tabla 11.), el mayor indice de maduracion lo
encontramos también en el caqui con 232,38 2Brix/ac. citrico. El siguiente mas algo es
para papaya (93,23 2Brix/ac. citrico) y el mango da un valor similar al nacional (30,50
°Brix/ac. citrico). La chirimoya da un indice de maduracién de 9,08 °Brix/ac. citrico
bastante menor al de la fruta nacional. Aguacate también difiere mucho del valor
nacional en este caso a la baja 17,77 2Brix/ac. citrico. El kiwi da valores semejantes a la
fruta nacional 9,69 9Brix/ac. citrico y en la carambola no-nacional también
encontramos un valor muy elevado (31,94 @9Brix/ac. citrico) en relaciéon al valor

obtenido por la fruta nacional (13,93 2Brix/ac. citrico).

También se hace patente la variabilidad con respecto a datos de bibliografia
encontrados, donde mango aparece con 43,88 + 1,68 2Brix/ac. citrico y papaya con

108,55 + 4,60 9Brix/ac. citrico (Torres et al., 2013).

La significacidn estadistica de los datos fue probado por un andlisis unidireccional de la
varianza (ANOVA), como hasta ahora, y en este andlisis encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos tipos de fruta, no siendo asi dentro
de cada grupo de datos de la misma fruta; las que presentaron diferencias

significativas en los datos, en comparacidn con otras frutas fueron caqui y aguacate.
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La evaluacion de la relacidon entre las muestras de diferente origen se llevd a cabo
mediante el calculo del coeficiente de correlacion relevante (Correlacion lineal de
Pearson) en el P <0,05, en general dieron correlaciones lineales bajas, las que tuvieron
diferencias estadisticamente significativa fueron el par caqui-aguacate (r=0,573) y

papaya- mango (r=0,344).

Humedad

El contenido de agua en los alimentos, la forma molecular y su localizaciéon dentro del
producto alimenticio, son factores que afectan de modo significativo a caracteristicas
especificas como apariencia, textura, color, etc. Las cifras de contenido de agua varia
entre el 60 y un 95% en alimentos naturales (Bello, 2000; Abellan, 2010).

En los resultados (Tablas 10. y Tabla 11.) se puede observar que todas las frutas tiene
un alto contenido de humedad, habiéndose obtenido valores entre 71,69 + 6,10 % del
aguacate (variedad Bacon nacional) y 91,42 + 0,75 % de la carambola de origen no-
nacional.

En el caso de frutas nacionales como se observa en la Tabla 10. el % de humedad varia
entre el del aguacate (variedad Bacon) ya citada como la menor de todas y el 91,16 +
0,25 % de la carambola. Entre las muestras no-nacionales (Tabla 11.) el menor valor
corresponde a 72,01 + 1,22 % de la chirimoya y el maximo, como se dijo
anteriormente, es la carambola con un 91,42 + 0,75 %.

Tanto en nacionales como no-nacionales la carambola es la fruta de mayor humedad
dato similar al obtenido en otros estudios Clerici et al. (2011), Morillas-Ruiz et al.

(2012) donde siempre supera el 90 % de humedad.

La significacién estadistica de los datos fue probado por un andlisis unidireccional de la
varianza (ANOVA), este andlisis no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos tipos de fruta. Ni al comparar nacionales entre si, ni
no-nacionales entre si, ni nacionales con no-nacionales.

La evaluacion de la relacién entre las muestras de diferente origen se llevd a cabo
mediante el calculo del coeficiente de correlacién relevante (Correlacion lineal de
Pearson) en el P <0,05, en general dieron correlacién lineal alta entre los valores

nacionales y no-nacionales (r=0,704) con p<0,05.
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Cenizas

Las cenizas totales, representa el contenido total de minerales en el alimento (Bello,
2000). En las frutas nacionales el rango de % de cenizas encontrado va desde un 2,15 +
0,44 %, en el mango, hasta un 9,76 + 5,35 %, en el aguacate.

En general, encontramos valores no muy bajos de contenido mineral total en las
muestras nacionales, incluso el valor mas bajo, el mango como se cité anteriormente,
es superior al dato dado por otros autores: 0,5 % (Berlitz et al., 1999); 1,06 % (Morillas-
Ruiz et al., 2012).

Chirimoya y caqui (2,21 + 0,44 %; 2,35 + 0,42 % respectivamente) le siguen al mango y
luego carambola, kiwi, papaya tienen valores algo superiores (4,10 + 0,06 %; 4,44 +
0,88 %; 5,27 + 0,49 % respectivamente), hasta llegar al aguacate que es el de mayor
contenido mineral (9,76 + 5,35 %).

Destacar la diferencia entre las variedades de aguacate, donde la variedad Hass
duplica el % de contenido mineral de la variedad Bacon.

En cuanto a las frutas no-nacionales se obtuvieron resultados significativamente
diferentes (tras el ANOVA) en relacién a las nacionales. La de mayor % de contenido
mineral fue la papaya con 5,93 + 0,92 %y la de menor la chirimoya con un 0,95 + 1,35
%. El aguacate en estas frutas no-nacionales tiene una % cenizas tres veces menor que

la media del contenido mineral en las frutas nacionales.

En comparacion con datos de bibliografia encontramos datos diferentes, segun la
USDA (2015) el % de cenizas para mango es de 0,36 %, para papaya 0,39 %, para
aguacate 1,58 % y para kiwi 0,61 % . Para caqui encontramos 0,33 % segun Devalaraja
et al. (2011) y 0,4 % para carambola segun Clerici et al. (2011). Como vemos todos

nuestros datos son mayores a los encontrados en bibliografia.
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La evaluacién de la relacidn entre las diferentes propiedades fisico-quimicas de

los frutos se llevd a cabo mediante el cdlculo del coeficiente de correlacidn relevante

(Correlacion lineal de Pearson) en el P <0,05. Los resultados se describe en la Tabla 12.

Sélidos indice

pH solubles | Acidez Maduracion | Humedad | Cenizas

pH -0,0535 -0,2156 0,4594 -0,4983 0,4804
0,6045|0,0349* |0O* 0* 0*

Sdlidos -0,0535 -0,0672 0,5315 -0,1979 -0,4291
solubles 0,6045 0,5155|0* 0,0533|0*
Acidez -0,2156 -0,0672 -0,5858 0,0309 -0,0177

0,0349* 0,5155 0* 0,7653 0,8639
indice
Maduracion 0,4594 0,5315 -0,5858 -0,2039 -0,0043

0* o* o* 0,0463* 0,9671
Humedad -0,4983 -0,1979 0,0309 -0,2039 -0,1144

0* 0,0533 0,7653|0,0463* 0,2672
Cenizas 0,4804 -0,4291 -0,0177 -0,0043 -0,1144

0* o* 0,8639 0,9671 0,2672

Tabla 12. Correlacion del coeficiente de Pearson (r-value) entre las propiedades fisicoquimicas
frutas tropicales seleccionadas.

las

En general las correlaciones lineales con relevancia estadistica, eran muy bajas. Al

analizar todos los frutos, se encontrd correlacion estadisticamente significativa

(p<0,05) entre pH y Acidez; pH e indice de Maduracién; pH y Humedad; pH y Cenizas;

Sélidos Solubles e Indice de Maduracién; Sélidos Solubles y Cenizas; Acidez e Indice de

maduracién; indice de maduracién y Humedad. En el diagrama de dispersién se puede

observar mas graficamente estas diferencias (Figura 47).
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Figura 47. Diagrama de dispersidn de las propiedades fisico-quimicas de frutas tropicales.

El andlisis multivariante se realiz6 mediante analisis de conglomerados. Si se crea un

conglomerado para cada una de las propiedades, el andlisis multivariante de todas las

frutas (Figura 48), vemos cdmo se agrupan las variables con caracteristicas similares.

La acidez y la humedad aparecen en un grupo y por otro lado las restantes

propiedades fisicoquimicas (pH, cenizas, sélidos solubles e indice de maduracién).

Distance

Dendrogram

pH

Cenizas

TS

TA

Figura 48. Analisis multivariante de las propiedades fisico-quimicas de todas las frutas

tropicales.
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La correlacién entre las propiedades muestra que el indice de madurez se ve
influenciado por todas las demas propiedades a excepcion de las cenizas.
En el aguacate y en el caqui se observa un alto indice de madurez, asi como los pH mas
altos y el % acidez mas bajos, menor al 0,10%, datos que se pueden explicar por la
presencia de un sistema de autorregulacion del pH, resultado del efecto amortiguador
de los acidos organicos, entre ellos el acido citrico, como fue descrito para diversos
frutos por Menéndez, (2006) y Torres et al. (2013). Este acido alifatico tiende a
convertirse en la sal correspondiente, dando como resultado el efecto amortiguador
de la soluciéon en la regién de sus valores de pKa, disminuyendo la acidez

(aproximadamente 50%).

Los valores mas bajos de pH y alta acidez titulable como ocurre en el kiwi y en la
carambola estd relacionado con la degradacién de almidén en azucares reductores o
su conversion en acido piruvico (Azcén-Bieto et al., 2000) concordando con resultados

obtenidos por Barrera et al. (2010), Chang-Yuen et al., (2005) y Torres et al., (2012).

Las frutas evaluadas con mayor indice de madurez (aguacate, caqui, papaya, chirimoya
y mango) son también las de mayor valor de sdélidos solubles. Estos valores en los
sélidos solubles, se explican por la hidrélisis de diversos polisacaridos estructurales
tales como almidén, pectinas de la pared celular, hasta sus componentes
monoméricos basicos, por lo cual se acumulan azlcares, principalmente glucosa,
fructosa y sacarosa (Arrieta et al., 2006) que son los constituyentes principales de los
sélidos solubles. Otros autores han encontrado una relacién positiva entre el
contenido de sélidos solubles y el tiempo de exposicidn a luz solar (Owusu et al., 1978;

Tombesi et al., 1993; Rodriguez-Pleguezuelo et al., 2012).

Las diferencias entre los valores de humedad, puede deberse al grado de madurez en
gue los productos fueron evaluados, asi el aguacate, el caqui y la chirimoya que son los
de menor humedad, tienen los indices de maduracidn mas elevados ya que conforme
aumenta el grado de madurez disminuye la cantidad de agua en las frutas (Abellan et

al, 2010).
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El perfil de los acidos orgdnicos es una importante fuente de informacién

sobre la calidad de las frutas (frescas y procesadas), ya que puede alterar la percepcion

organoléptica del producto (Mena et al., 2011). En la Tabla 13., se muestran la

cuantificacion de los acidos organicos encontrados en las frutas procesadas.

Oxalico* Tartérico* Malico* Citrico* Lactico*
Fruta Media + DS Media + DS Media + DS Media + DS Media + DS
Chirimoya 25,22 +5,434 4,47 +0,878 nc nc
Aguacate 39,25+ 1,102 nc 236,73 +6,917
var. Hass 41,31 + 2,946 168,27 + 1,884
var. Bacon 37,19+1,377 305+1,723
Kiwi 17,74 +5,096 24,75+3,026 5,16+1,537 81,52+5,182
Mango 19,52 +5,873 2,43 +3,413 23,34 +2,313 464,58 + 0,012
Papaya 18,39+3,892 9,64 +2,925 Nc 17,89 + 1,984
Caqui 27,48 +1,542 9,71 +0,016 5,87 +0,016
Carambola 15,58 +3,205 5,64+7,102 16,81+1,205

* datos expresados en mg/100 g fruta fresca.

Tabla 13. Acidos orgénicos de fruta tropical nacional, cultivada en la costa de Granada-M4laga.

El 4cido oxalico fue detectado en todas las frutas, en un rango de 39,25 +
1,10 mg/100 g fruta fresca para aguacate, hasta un 15,58 + 3,20 mg/100 g fruta fresca
en carambola. El dato de kiwi es inferior al encontrado en bibliografia (Cano et al.,
1994), sin embargo nuestros valores de oxalico en papaya y mango son mayores a los

aportado por Cano et al. (1994) y Hernandez et al. (2009).

El tartdrico se detectd en todas las frutas, salvo en aguacate. La fruta con el
mayor dato para el tartarico fue el kiwi con 24,75 + 3,02 mg/100 g fruta fresca y el
menor el mango con 2,43 + 3,41 mg/100 g fruta fresca. Segun bibliografia el dato para
papaya es similar al encontrado en Hernandez et al. (2009), y para las demas no se
detectaron o en caso de detectarse fueron trazas (Cano et al.,, 1994; Clerici et al.,

2011).

El malico fue detectado en todas las frutas, excepto en el mango. Sin

embargo su cuantificacion sélo fue posible en 3 de ellas. El kiwi dio el dato mas bajo
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(5,16 + 1,53 mg/ 100 g de fruta fresca) y la carambola (16,81 + 1,20 mg/100 g fruta

fresca). No se encontraron datos comparables en bibliografia.

El acido citrico fue detectado en chirimoya, kiwi, mango y papaya y pudo ser
cuantificado en todos salvo en chirimoya. El kiwi dio el dato mas alto (81,52 + 5,18
mg/100 g fruta fresca) y la papaya el menor (17,89 + 1,98 mg/100 g fruta fresca). Cano
et al., (1994), Hernandez et al., (2009) y Clerici et al., (2011) aportaron datos de acido

citrico que triplicaban a nuestros datos.

El 4cido ascoérbico fue detectado y cuantificado en dos frutas, el mango que
dio el valor mas alto 5,85 + 2,20 mg/100 g fruta fresca y el kiwi que mostré un valor de
3,22 + 1,00 mg/100 g fruta fresca. De igual manera los datos encontrados en
bibliografia superan a los cuantificados por nosotros Cano et al., (1994), Hernandez et
al., (2009). El acido ascérbico se detecta pero su cuantificacion no es exacta debido a
las pérdidas durante la preparacion de la muestra y al tratamiento aplicado en las

mismas (Hernandez et al., 2009).

El lactico fue detectado y cuantificado en dos frutas, el mango que dio un
valor de 464,58 + 0,01 mg/100 g fruta fresca y el aguacate donde la variedad Bacon dio
una cantidad de 305,00 mg/100 g fruta fresca, casi el doble de la cantidad cuantificada

en la variedad Hass.

En el analisis ANOVA de los distintos acidos organicos, se encuentran
diferencias estadisiticamente significativas (p<0,05), cuando se comparan los datos de
cualquier acido organico con los datos del acido lactico; entre los demas acidos no

existen diferencias significativas.

La cromatografia liquida de alta resolucién empleada en este analisis es
altamente sensible y la mas utilizada en la determinacién de acidos orgdnicos por su
rapidez y estabilidad en el método (Cano et al., 1994; Hernandez et al., 2009; Clerici et
al., 2011; Scherer et al., 2012). El método de extraccion también utilizado en otros

estudios (Hernandez et al., 2009; Scherer et al., 2012) asegura una extraccion eficiente
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de estas moléculas, incluso el cambio en la temperatura y tiempo de extraccién se vio
que no incide significativamente en la cantidad cuantificada (Scherer et al., 2009), sin
embargo, si pueden darse interferencias durante la extraccion con otros compuestos
de la matriz de la fruta (Usenik et al., 2008; Scherer et al., 2009) y dar niveles inferiores
de 4cidos organicos. También cabe la posibilidad de que la manipulacién durante el
tratamiento de la fruta y el estado de la muestra inicial (ver apartado 4.1.2.) propicien
la pérdida de acidos orgdnicos tan labiles como el acido citrico o el ascérbico. La
determinacién de éstos en otros estudios se da en muestras estabilizadas
previamente, de ahi la diferencia del dato final con respecto al nuestro (Hernandez et

al., 2009; Scherer et al., 2012).
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5.3. Determinacion de minerales
Los micronutrientes, como los minerales, estan implicados en numerosos
procesos bioquimicos y la ingesta adecuada de algunos de ellos es esencial para la
prevencion de las enfermedades carenciales (Leterme et al., 2006). El riesgo de
deficiencias, y sus condiciones patoldgicas asociadas depende de una amplia gama de
factores, tales como la magnitud de la ingesta, las practicas de procesamiento, la
presencia de sustancias que podrian reducir o aumentar la biodisponibilidad de

minerales, y la condicién fisiolégica y la salud del individuo (Barberd et al.,, 1992).

El andlisis de Na y P se realizé en frutas tropicales, debido a su relacion directa
con las practicas agricolas (uso de fertilizantes, la salinidad de los suelos, etc.),
mientras que el andlisis de K y Ca se llevd a cabo debido a su impacto en la salud

humana.

El valor medio de sodio fue 32 + 31 mg/kg de fruta fresca, que va desde el 11

mg/kg para carambola, hasta el 72 mg/kg para la papaya (Tabla 14.).
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Tabla 14. Contenido mineral de fruta tropical nacional, cultivada en la costa de Granada-Malaga (mg/kg fruta fresca)

Nombre cientifico de la especie Familia P Ca K Na
Nombre comtin Media + DS Media + DS Media + DS Media + DS
Annona cherimola Mill. Anonaceae Chirimoya 258 £72 77 49 2274 487 66 £37
Persea americana Mill Lauraceae Aguacate 196 £79 87 160 3664 +512 35129
var Hass 140 +95 68 £55 2960 £798 37 £36
var Bacon 265 +80 111 +66 3089 1914 31422
Actinidia deliciosa cv Hayward Actinidiaceae Kiwi 271 463 236 £70 2523 +498 19 +12
Mangifera indica L. Anacardeaceae Mango 119 +27 90 +25 1383 +207 13 9
Carica papaya L. Caricaceae Papaya 100 £27 192 £85 2842 +£382 72 44
Diospyros kaki L. Ebanaceae Caqui 224 +50 98 +53 2131 +289 16 +2
Averrhoa carambola L. Oxalidaceae Carambola 115 +18 20 £2 1413 +148 11 47
Tabla 15. Contenido mineral de fruta tropical no-nacional, comerciada no-nacionalmente (mg/kg fruta fresca)
Nombre cientifico de la especie Familia P Ca K Na
Nombre comun Media + DS Media + DS Media + DS Media + DS
Annona cherimola Mill. Anonaceae Chirimoya 242 £34 87 112 2621 +291 63 +20
Persea americana Mill Lauraceae Aguacate 530 +17 111417 5260 +474 60 +11
Actinidia deliciosa cv Hayward Actinidiaceae Kiwi 264 +31 305 +95 2599 +508 21 +18
Mangifera indica L. Anacardeaceae Mango 142 +1,43 64 +1 1673 +130 38 +1
Carica papaya L. Caricaceae Papaya 75 %13 243 £50 1836 131 38 £10
Diospyros kaki L. Ebanaceae Caqui 185 151 130 193 1640 £151 16 £1
Averrhoa carambola L. Oxalidaceae Carambola 109 £17 26 5 1448 +243 14 £13
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No hubo diferencias estadisticamente significativas con el contenido total de
sodio de frutas tropicales no-nacionales (Tabla 15., el valor medio 36 + 20 mg/kg de
fruta fresca). En el caso particular de la papaya, se detecté un nivel inferior (P <0.05)
de sodio (38 + 10 mg/kg de fruta fresca) en el grupo no-nacional. Esto podria estar
relacionado con una mayor salinidad global de los suelos de la costa de Granada-
Mdlaga en comparacién con la selva donde se producen en todo el mundo, ademds de
la facilidad de los cultivares de papaya para la absorcion de sodio debido a un efecto
de bajo estrés salino (Parés et al., 2013). Por el contrario, la concentracién de este
elemento fue mayor en el aguacate de origen no-nacional en comparacién con las
muestras espafiolas, aunque los niveles de tales aguacates no-nacionales son similares

a los aportados por otros autores (Almeida et al., 2009).

En lineas generales, los resultados obtenidos coinciden con los aportados por otros
autores para chirimoya y aguacate (Dreher y Davenport, 2013.; Hardisson et al, 2001a)
(Cordeiro et al., 2013), kiwi (D'Evoli et al., 2015), mango (Hernandez-Sanchez et al.,
2012), papaya (Hardisson et al., 2001b), caqui (Gorinstein et al., 2001; Mir-Marqués et
al., 2015) y carambola (Leterme et al., 2006), tanto en el dmbito nacional o no-

nacional.

En el caso de fésforo, teniendo en cuenta las frutas de procedencia espafiola, el valor
medio fue de 182 + 109 mg/kg de fruta fresca, fluctuando de 100 a 271 mg/kg para la
papaya y el kiwi, respectivamente (Tabla 14.). Los frutos no-nacionales (Tabla 15.)
tenian un contenido promedio de 221 + 152 mg/kg de fruta fresca, con diferencias
estadisticamente significativas (P <0,05) para el aguacate y el mango, que mostraron

valores mas altos.

Los valores de todos los frutos no-nacionales estaban en la linea de los frutos
tropicales nacionales excepto el aguacate, que tuvo 2,5 veces mas fdsforo. El resultado
fue inesperado ya que la parte principal de aguacates no-nacionales analizadas eran de
la variedad Hass, que tiene un mayor contenido de P que la variedad Bacon (Almeida
et al., 2009;. Dreher y Davenport, 2013; Hardisson et al., 2001a.). Todas las otras frutas

tuvieron valores similares a los aportados en otros trabajos (Cordeiro et al., 2013;
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D'Evoli et al., 2015; Gorinstein et al., 2001; Hardisson et al., 2001b; Hernandez-Sanchez

et al., 2012; Leterme et al., 2006; Mir-Marqués et al 2015).

La intervencion dietética de aumentar la ingesta de potasio destinado a reducir
el riesgo de hipertension es de gran interés e importancia en la salud publica (Pérez y
Chang, 2014). En linea con esto, algunos autores afirman los efectos beneficiosos para
la salud del consumo de frutas tropicales, debido a su riqueza en este elemento
(Dembitsky et al., 2011; Leterme et al.,, 2006). Como se indica en la Tabla 14., los
valores de K en las frutas tropicales espafiolas oscilaron entre 1.383-3.664 mg/kg de
fruta fresca del mango y el aguacate, respectivamente, con un valor medio de 2.182 +

820 mg/kg de fruta fresca.

Estos niveles de K son ligeramente inferiores a los aportados para los aguacates
cultivados en las Islas Canarias (Hardisson et al., 2001a), mientras que las papayas del
mismo lugar presentaron en nuestro estudio valores similares (Harisson et al., 2001b).
El contenido de potasio en caquis nacionales estaban en consonancia con los
reportados por Gorinstein et al (2001), pero 5 veces menor a la reportada por Mir-

Marques et al (2015).

Comparativamente, no hubo diferencias estadisticamente significativas con los niveles
de potasio promedio de frutas tropicales no-nacionales (Tabla 15.), que mostraron un
valor medio de 2,440 + 1,328 mg/kg de fruta fresca. Los niveles de potasio en mangos
no-nacionales fueron ligeramente superiores a las nacionales, mientras que el
contenido en caquis no-nacionales fue menor, aunque en ambos casos no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,076 y p = 0,063 para el
mango y el caqui, respectivamente). Los valores obtenidos para las frutas tropicales
no-nacionales estuvieron en linea con los niveles descritos por otros autores (Cordeiro

et al., 2013; D'Evoli et al., 2015; Dreher y Davenport, 2013; Leterme et al., 2006).

El calcio es otro mineral importante para mantener el estado de salud, especialmente
con el fin de mantener una masa 6sea adecuada (Shin y Kim, 2015). Aunque los

principales contribuyentes a la ingesta de calcio en la dieta humana son los productos
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lacteos, el contenido en frutas no debe ser subestimada. El contenido medio de Ca en
los frutos tropicales nacionales estudiados fue de 120 + 95 mg/kg de fruta fresca, que
van desde 90 mg/kg para el mango a 236 mg/kg para los kiwis (Tabla 14.). En general,
los resultados obtenidos, tanto para las frutas tropicales nacionales y no-nacionales,
estaban en linea con datos de estudios anteriores (Cordeiro et al., 2013; D'Evoli et al.,
2015; Dreher y Davenport, 2013; Gorinstein et al., 2001; Hardisson et al., 2001b;
Herndndez-Sdnchez et al., 2012; Leterme et al 2006; Mir-Marqués et al 2015).

Como se ha descrito, las frutas tropicales analizadas mostraron una
composicidon mineral diferente con una distribucién bastante homogénea, por lo tanto,

no se obtuvieron diferencias claras entre las frutas.
Se utilizaron algunas herramientas estadisticas con el fin de comprender mejor

la distribucion de minerales en las muestras. El coeficiente de correlacion de Pearson

(r-valores) entre el contenido mineral de los frutos se describen en la Tabla 16.
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Tabla 16. Correlacion del coeficiente de Pearson (r-value) entre el contenido de mineral de las frutas tropicales seleccionadas.

Frutas Todas Aguacate Aguacate Aguacate
var Hass var
Bacon

P Ca Na P Ca Na P Ca Na P Ca Na
Ca 0.005 |- - Ca 0.060 |- - Ca 0.149* | - - Ca 0.220* | - -
Na 0.017 |o0.001 |- Na 0.034 |0.028 |- Na 0.113* | 0.132* | - Na 0.023 |0.048 |-
K 0.218* | 0.039 | 0.119 | K 0.023 | 0.039 |0.006 |K 0.001 | 0.225* | 0.012 |K 0.051 | 0.705* | 0.001
Mango Chirimoya Kiwi Papaya

P Ca Na P Ca Na P Ca Na P Ca Na
Ca 0.07 - - Ca 0.001 |- - Ca 0.023 | - - Ca 0.027 |- -
Na 0.026 |0.001 |- Na 0.136 |0.014 |- Na 0.084 |0.004 |- Na 0.379 |0.011 |-
K 0.028 | 0.026 | 0.385 | K 0.213* | 0.062 | 0.053 |K 0.137* | 0.104 | 0.319* | K 0.579 | 0.003 | 0.331*
Caqui Carambola

P Ca Na P Ca Na
Ca 0.020 - - Ca 0.221 - -
Na 0.221 0.133* - Na 0.356 0.185* -
K 0.920 0.071 0.077 K 0.664 0.129 0.157*

*Asterisco indica una correlacion estadisticamente significativa p-valor (P < 0.05)
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En general, las correlaciones lineales eran muy bajas, sin relevancia estadistica. Al
analizar todos los frutos, se encontrd una correlaciéon estadisticamente significativa (P
<0,05) entre el contenido de P y K. En el estudio de la correlacion con los distintos tipos
de frutas, se observo esta correlacidn significativa en chirimoya (r = 0,213), kiwis (r =
0,137), papaya (r = 0,579), caqui (r = 0,920) y carambola ( r = 0,664). También se
obtuvieron correlaciones estadisticamente significativas (P <0,05) entre Na-K y Na-Ca

en algunas frutas (kiwi, papaya, caqui y carambola).

En el caso de aguacate, no se obtuvieron correlaciones en el andlisis de todas las
muestras juntos (ambas variedades). Sin embargo, cuando se repitid el estudio por
separado, se encontraron nuevas correlaciones de P-Ca, P-Na, Ca-Na y Ca-K para la
variedad Hass y P-Ca y Ca-K para la variedad Bacon. Estos resultados confirman las
diferencias encontradas entre las dos variedades por otros autores (Dreher y
Davenport, 2013; Hardisson et al., 2001a).

Por otra parte, las correlaciones entre K-P y Na con P, K y Ca fueron encontradas
previamente por otros autores (Almeida et al., 2009; Leterme et al., 2006), aunque no

se dio ninguna explicacion del porqué de tales correlaciones.

Con el fin de estudiar mas profundamente las relaciones en el contenido
mineral entre las frutas tropicales se realizé un analisis multivariante. En primer lugar
se llevd a cabo un andlisis de conglomerados, siendo cada grupo, un grupo de

muestras con caracteristicas similares (es decir, el contenido mineral similar).

Como se representa en el grafico 1A de la Figura 49., las muestras agrupadas en
diferentes grupos fueron compuestas principalmente por diferentes tipos de frutas
como carambola, mango, papaya y aguacate. Sin embargo, las muestras de kiwi, caqui
y chirimoya se distribuyeron dentro de los grupos sefialados antes (incorrectamente
agrupados) que indica algunos problemas con los datos utilizados para el andlisis de

conglomerados.
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1A Cluster analysis tropical fruits

w

[T
|

| I

Distance
—_— )
‘ T T 17T ‘ T T T 7T
1 11 11 1 1 1 1 1

L —

e — | | ]

X Annona

e Avocado

o Kiwifruit
e A Mango
é a Papaya
g m Persimmon
g O Starfruit
1S}
O

03

-2.3
1.9 29 43 Component 2

Component 1

Figura 49 . Andlisis multivariante de los minerales todas las frutas tropicales.

Por lo tanto, los datos fueron revisados y se extrajeron las muestras con valores
extremos en uno o mas parametros. Luego, se repitid el analisis de conglomerados,
con la obtencidn de un agrupamiento correcto (datos no mostrados). Se llevd a cabo
un Andlisis de Componentes Principales (PCA) cuyo propdsito era obtener una
pequefia cantidad de combinaciones lineales de las 4 variables que representaron la
mayor parte de la variabilidad en los datos. Como se muestra en el grafico 1B de la
Figura 49., la combinacion de 3 componentes explicé un 84,5% de la variabilidad de
datos original, ya que 3 componentes tenian valores propios superiores a 1,0. Por lo

tanto, se observd una clara separacién de la mayor parte de las frutas tropicales

estudiadas.
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Las ecuaciones de los 3 componentes seleccionados fueron los siguientes:

Componente 1: 0,5154 * Fésforo + 0,1481 * Calcio + 0,4993 * Sodio + 0,6805 * Potasio
Componente 2: 0.0573 * Fésforo - 0,9644 * Calcio + 0,2571 * Sodio - 0,0222 * Potasio
Componente 3: 0.7119 * Fésforo - 0,1410 * Calcio - 0,6879 * Sodio - 0,0037 * Potasio

donde los valores de las variables en las ecuaciones fueron normalizadas restando sus

medias y dividiendo por sus desviaciones estandar.

El mismo procedimiento se repitid con los aguacates, ya que se estudiaron 2
variedades y se obtuvieron sdlo claras diferencias en el contenido de fésforo y calcio.
El analisis de conglomerados, (grafico 2A de la Figura 50.) mostré una agrupacion clara
de ambas variedades, aunque dos muestras Bacon y una Hass se agruparon de forma
incorrecta.

Los datos fueron revisados debido a esos valores atipicos, pero no se retiraron
muestras. Por lo tanto, el PCA se llevd a cabo con todas las muestras. Como se
representa en la imagen 2B de la Figura 50. se obtuvo una clara distincion entre ambos

tipos de aguacates, aunque seguian presentes algunos solapamientos.

En este modelo se seleccionaron de nuevo 3 componentes, que explica un 85,4% de la

variabilidad. Las ecuaciones obtenidas fueron las siguientes:
Componente 1: 0,6029 * Fdsforo - 0,5756 * Calcio - 0,1361 * Sodio + 0,5354 * Potasio

Componente 2: -0.2583 * Fésforo - 0,4804 * Calcio + 0,8380 * Sodio - 0,0124 * Potasio
Componente 3: -0.5386 * Fésforo + 0,2041 * Calcio - 0,0370 * Sodio + 0,8165 * Potasio
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Figura 50 . Analisis multivariante de los minerales en aguacate.
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5.4. Antioxidantes
5.4.1. COMPUESTOS FENOLICOS

5.4.1.1. Polifenoles totales

Los compuestos fendlicos son muy importantes como constituyentes de las
plantas debido a su habilidad para secuestrar radicales libres, que esta relacionada con
la presencia del grupo hidroxilo (Morillas-Ruiz et al., 2012). El método de Folin-
Ciocalteu, cuyo fundamento estd sustentado en una reaccién de éxido-reduccion, es el
método mas utilizado para medir la capacidad antioxidante en funcién del contenido
de polifenoles totales en los productos vegetales (Prior et al., 2005), sin embargo hay
gue tener en cuenta que el reactivo utilizado es capaz de reaccionar mediante una
reaccion redox con muchos otros compuestos que integran la muestra alimenticia, por
eso la utilidad de éste método para determinar la capacidad antioxidante de los

alimentos debe ser completada con otros métodos (ver apartado 5.3.2.).

Las cantidad de polifenoles totales en las muestras nacionales, se expresaron como mg

de 4cido galico (GA) por gramo de fruta y se muestran en la Tabla 17.

Nombre cientifico de Familia Polifenoles Totales

la especie Nombre comiin Media + DS
Annona cherimola Mill. Anonaceae Chirimoya 1,443 £ 0,381
Persea americana Mill Lauraceae Aguacate 0,310+0,101
var Hass 0,336+0,118
var Bacon 0,285 + 0,061
Actinidia deliciosa cv Actinidiaceae
Hayward Kiwi 0,384 + 0,052
Mangifera indica L. Anacardeaceae Mango 0,377 £ 0,104
Carica papaya L. Caricaceae Papaya 0,322+0,121
Diospyros kaki L. Ebanaceae Caqui 2,463 £2,631
Averrhoa carambola L. Oxalidaceae Carambola 1,074 £ 0,297

Tabla 17. Contenido de polifenoles totales en fruta tropical nacional, cultivada en la costa de Granada-

Malaga (mg GA/g fruta fresca).
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Nombre cientifico de Familia Polifenoles Totales

la especie Nombre comun Media + DS
Annona cherimola Mill. Anonaceae Chirimoya 1,031+0,412
Persea americana Mill Lauraceae Aguacate 3,350+ 0,200
Actinidia deliciosa cv Actinidiaceae

Hayward Kiwi 0,345 + 0,060
Mangifera indica L. Anacardeaceae Mango 0,402 + 0,026
Carica papaya L. Caricaceae Papaya 0,245 + 0,107
Diospyros kaki L. Ebanaceae Caqui 1,021 + 0,288
Averrhoa carambola L. Oxalidaceae Carambola 1,169 + 0,242

Tabla 18. Contenido polifenoles totales en fruta tropical no-nacional, comerciada no-nacionalmente (mg

GA/g fruta fresca).

Todas las frutas tropicales evaluadas contienen compuestos fendlicos en un
rango de 0,285 + 0,061 a 2,463 * 2,631 mg/g fruta, para el aguacate y el caqui
respectivamente.

Los valores mas altos los encontramos en caqui (2,463 * 2,631 mg/g), chirimoya
(1,443 + 0,381 mg/g) y carambola (1,074 + 0,297 mg/g) (Tabla 17.) Estos elevados
valores de polifenoles totales pueden deberse al alto contenido en vitamina C vy
provitamina A o betacaroteno de estas frutas (lllescas et al., 2008). Las demas
muestras nacionales tienen una media de 0,335 + 0,0386 mg/g, que van del 0,285 +

0,061 mg/g, del aguacate var Bacon, al 0,384 + 0,052 mg/g del kiwi.

Las determinaciones de polifenoles totales en las muestras no-nacionales, se
expresaron como mg de acido galico por gramo de fruta fresca y se muestran en la
Tabla 18. En estos datos destaca el valor del aguacate que supera al valor nacional diez
veces (3,350 + 0,200 mg/g). Las demds muestras siguen la misma tendencia que las
frutas nacionales, valores mas altos para carambola (1,169 + 0,242 mg/g ), chirimoya
(1,031 + 0,412 mg/g) y caqui (1,021 + 0,288 mg/g ); valores mas bajos para las demas:
mango (0,402 + 0,026 mg /g), kiwi (0,345 + 0,060 mg /g ) y papaya (0,245 + 0,107 mg/g
).
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En comparacién con datos aportados por estudios anteriores, encontramos que
nuestros datos son menores en muchos de los casos. Asi el kiwi, tanto nacional como
no-nacional, no supera a los valores analizados por Ock et al. (2005), Mahattanatawee
et al. (2006) y Morillas-Ruiz et al. (2012).

Para caqui, encontramos que la cifra no-nacional es similar a la aportada por Fei
et al. (2013), pero la nacional supera dicho dato.

Nuestros datos para chirimoya también es menor al referenciado por Vasco et
al. (2008); sin embargo queda muy por encima de los valores aportados por otros
autores (Lako et al., 2007; Albuquerque et al., 2016).

Papaya y mango no superan a los datos aportados por Morillas-Ruiz et al.
(2012), si no que nuestros valores apenas representan un tercio de los mismos. Sin
embargo Lim et al., (2007) encuentra para la papaya un valor menor al nuestro.

La carambola, si se aproxima a datos encontrados en por Morillas-Ruiz et al.
(2012). Clerici et al. (2011) aporta mayores cantidades de polifenoles totales para esta
fruta. En el caso del aguacate, estudios donde se observa la diferencia en la cantidad
de polifenoles totales segun la polaridad del liquido utilizado en la extraccion, se
observa que en aquellos donde se extrajo con fracciones hidrosolubles utilizando
acetona, metanol y/o agua, fue mayor que cuando se utilizé hexano (Gorinstein et al.,
2010). En nuestro caso la extraccion da un valor mucho menor a los que podrian
esperarse por la naturaleza de los liquidos de extraccién (metanol: agua y acetona:

agua) pudiendo ser debido al tratamiento previo de liofilizacion de la muestra.

En el analisis estadistico de la varianza (ANOVA) para los datos nacionales de
polifenoles totales, encontramos que no existe diferencia significativa (p<0,05) dentro
de los datos de cada fruta, sin embargo si existe diferencia entre los datos de las

diferentes frutas.
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Figura 51. ANOVA de mg GA/g de las frutas estudiadas.

Como se puede apreciar en la Figura 51. de manera grafica, existen diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre el caqui y el resto de las frutas, y no
existen diferencias entre las variedades de aguacate entre si, entre carambola vy
chirimoya. Tampoco entre kiwi, mango y papaya.

El coeficiente de correlacion de Pearson (r-valores) entre las cantidades de

polifenoles totales de los frutos nacionales-no-nacionales se describe en la Tabla 19.

Aguacate |Aguacate
Liso Rugoso Caqui Carambola | Chirimoya |Kiwi |Mango
Aguacate Liso 0,091 -0,0785 -0,509 -0,0129 | 0,1829 0,1001
0,669 0,7155 0,0111* 0,9521 | 0,3923 0,6415
Aguacate Rugoso 0,091 -0,3482 -0,0483 -0,0665 | 0,0494 | -0,2193
0,669 0,0955 0,8226 0,7575] 0,8187 0,3032
Caqui -0,078 -0,348 0,1157 -0,1979 | 0,0032 | -0,1811
0,715 0,0955 0,5903 0,354 | 0,9883 0,397
Carambola -0,50 -0,0483 0,1157 -0,0369 | 0,2214 0,0328
0,011* 0,8226 0,5903 0,8642 | 0,2986 0,8791
Chirimoya -0,012 -0,0665 -0,1979 -0,0369 0,2738 0,0898
0,952 0,7575 0,354 0,8642 0,1955 0,6764
Kiwi -0,182 0,0494 0,0032 0,2214 0,2738 0,1954
0,392 0,8187 0,9883 0,2986 0,1955 0,3601
Mango 0,100 -0,2193 -0,1811 0,0328 0,0898 | 0,1954
0,641 0,3032 0,397 0,8791 0,6764 | 0,3601
Papaya -0,152 -0,5586 0,1482 0,0482 -0,2318 | 0,0368 0,0939
0,477 |0,004* 0,4896 0,823 0,2758 | 0,8646 0,6626

Tabla 19. Correlacion del coeficiente de Pearson (r-value) entre las cantidades de polifenoles totales de
las frutas tropicales seleccionadas.
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En el estudio de la correlacién con los distintos tipos de frutas, se observd
correlacién significativa en caqui (r=0,115), carambola (r= 0,221), chirimoya (r=0,273),
kiwi (r=0,195) y papaya (r=0,148). En el diagrama de dispersién se puede observar mas
graficamente estas diferencias (Figura 52.).

Los pares de frutas que mostraron valores de p por debajo de 0,05 y por
tanto tienen diferencias significativas fueron: aguacate liso-carambola y aguacate

rugoso-papaya.

m = = Origen
Aguacate L TN kI E T L D T )
g T §§§: o o8 B TamE | ol N S = Internacional
PP Ty N & o I = Nacional
Agugcate Rugoso a a a o a
s g T o o[8 o 8T 1 o MRmd | e coRfge, |
- = Caqui r . - - .
- g, o o ox
SN A I T w? 2 | e | e S,
ek ml em o tem of damn. o o m by c | moon
5 E = CQarambol % £
o | 3 o g % o .
e e S 4 A S
i i * Qhirimoya i “
o ommms m| e 3 | m % mm o movmme s x| [P RN F——
i P i Kiwi 5 at
N o 0| %5 a udx 40 N o . P N
i T IS el ol o S |
oo ==} =} a o a ol Unm Mango o m
w ol g¥  Sxfs FEE ] il olaZBE # %
w | X = |x o sx Papaya
e 0 N NG o mie | g .

Figura 52. Diagrama de dispersidn de los polifenoles totales de frutas tropicales.

155



Resultados y discusion

156



Resultados y Discusion

5.4.1.2. Polifenoles individuales

Se llevé a cabo la cuantificacion de 14 polifenoles, en la pulpa triturada de 7
frutas tropicales cultivadas en la zona de la Costa Tropical de Granada-Malaga. Las
especies fendlicas analizadas por UPLC/Q-TOF fueron 5 acidos hidroxicinamicos (4cido
cafeico, acido ferulico, acido sinapico, acido p-cumarico y acido clorogénico); 7 acidos
hidroxibenzoicos (acido gélico, acido vanilico, cido eldgico, acido p-hidroxibenzoico,
acido protocatéquico, pirogaliol y acido 3,5-dimetoxibenzoico). Estos fueron las
especies fendlicas analizadas pertenecientes al grupo quimico no-flavonoides, del
grupo quimico de flavonoides se analizaron 2 especies, la quercetina (dentro del grupo

de flavonoles) y la naringenina (dentro del grupo de flavanonas).

En el Anexo Il podemos ver de forma detallada la cantidad de cada polifenol en
las diferentes muestras.

En la Figura 53. vemos un cromatograma tipo de los obtenidos para los
diferentes patrones. En la Figura 54. vemos un cromatograma tipo de los obtenidos

para las diferentes muestras, este ejemplo es el del mango.

.............................................................................................................................................................................

Figura 53. Espectro de masas de los patrones para polifenoles individuales.
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Figura 54. Espectro ejemplo de muestra de mango.
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Acidos Hidroxicinamicos

0O
- OH

Los acidos cindmicos pueden encontrarse combinados con
moléculas de azucar o de hidroxidcidos (quinico o tartarico). Su doble enlace hace que
puedan encontrarse en dos formas isoméricas, de las cuales la trans en la mas estable.
La variabilidad con la que se presentan es muy grande, observando grandes diferencias

entre estudios (Spinola et al., 2015).

En general los datos obtenidos para nuestras muestras para este grupo de fenoles es
mas bajo al encontrado en bibliografia (Latocha et al., 2010; Rinaldo et al., 2010;
Abellan et al., 2010). Este grupo puede aparecer en una cantidad de 5-100 mg/ 100 g

de fruta fresca en una amplia gama de frutas y hortalizas (Macheix et al., 1990).

El acido cafeico fue el acido hidroxicindmico que aparecié en mas frutas de las
analizadas. Salvo en pitaya y paraguaya se cuantificd en las demas en un rango de
8,53E-03 + 0,001 mg/100 g de papaya y 1,98E-01 + 0,011 mg/100 g de chirimoya.

Este polifenol de capacidad antioxidante muy superior a otros polifenoles como el
acido cumarico o ferulico, también demuestra poseer un poder reductor mas elevado
que otros antioxidantes naturales y artificiales tales como BHA (Butilhidroxianisol), BHT

(Butilhidroxitolueno), a-tocoferol (Gilcin et al., 2006).

El segundo mas abundante en las frutas fue el acido ferulico, que aparecio en 4
de las 7 frutas analizadas. Se determiné en un rango de 5,48E-02 + 0,002 mg/100 g en
el mango hasta un 2,84E-01 + 0,022 mg/100 g en la carambola.

El acido ferulico es un antioxidante natural abundante en las paredes celulares de las
plantas y se encuentra cominmente en frutas y verduras (Buranov et al., 2009; Zhao et
al., 2008). Se han descrito muchas funciones fisioldgicas, incluyendo antimicrobianas,
anti-inflamatorias, anti-trombosis, y anticancerigenas (Merlin et al., 2012; Ou et al.,

2004); sin embargo presenta baja solubilidad en soluciones acuosas y en presencia de
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la luz sufre isomerizacién trans-cis, con la formacién de algunos productos de

descomposicién (Mota et al., 2008; Noubigh et al., 2007; Olga et al., 2015).

En otro estudio de Singh et al., 2004 se comprobdé el efecto tanto antibacteriano como

antifungico del acido cafeico y el ferulico.

El acido clorogénico tan sdlo se pudo cuantificar en paraguaya (4,84E-02 +
0,001 mg/100 g fruta). Este polifenol esta formado por esterificacion de acidos cafeico
y quinico, es uno de los mdas abundantes polifenoles en la dieta humana (Lafay et al.,
2006). Segun Dos Santos et al., (2006), este polifenol presentd actividad
antiedematogénica, anticancerigena y antinociceptiva en ratas, lo que demuestra que

presenta actividad antioxidante importante (Farah et al., 2008; Lafay et al., 2008).

El acido sindpico se identificd en kiwi y papaya (3,49E-02 + 0,002 y 3,98E-02 +
0,001 mg/100 g de fruta, respectivamente). En un estudio reciente de Zare et al.,
(2015) se demostré que tiene potencial como neuroprotector en la enfermedad de

Parkinson en ratas (Silambarasan et al., 2015).

El 4cido p-cumadrico se identificd en tres frutas: carambola, chirimoya y mango
(4,00E-01 + 0,020; 3,54E-01 + 0,031 y 2,42E-02 + 0,002 mg/100 g de fruta,
respectivamente). Este polifenol desempeiia un papel importante utilizandose como
sustrato para determinar la actividad de la enzima colesterol-esterasa (Planutis et al.,

1986)

Las frutas mas ricas en estos polifenoles analizados son la carambola y la
chirimoya con 0,821 y 0,791 mg/100 g de fruta fresca, respectivamente. De acuerdo a
Macheix et al., (1990) que establece el rango de 5-100 mg/100 g de fruta fresca como
lo habitual, con sélo el analisis de estos acidos hidroxicindmicos ninguna de las frutas

entra en él.
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Acidos Hidroxibenzoicos

COOH

OH El acido galico fue el unico polifenol cuantificado en todas las frutas
analizadas como se comentd anteriormente en un rango de 3,41E-01 + 0,008 mg/100 g
fruta en la papaya y 7,99E+00 + 0,585 mg/100 g fruta en el kiwi. Este polifenol se
encuentra en una amplia gama de frutas y hortalizas en un rango de 0,5 — 15 mg/100 g
de fruta fresca segin Macheix et al. (1990), por lo tanto dentro de la heterogeneidad
de nuestras muestras todas ellas presentan una cantidad considerable dentro de este
rango.

Se ha demostrado que el acido galico es el principal compuesto fendlico que se
encuentra en el mango (Kim et al.,, 2007 y Robles-Sanchez et al., 2007); en nuestras
muestras el mango contiene 4,86E-01 + 0,047 mg/100 g de fruta, que si bien sdélo
supera en cantidad de este polifenol a la papaya en nuestras distintas frutas
analizadas, de los polifenoles cuantificados en el mango el galico es el mayoritario.

Kim et al., (2009) observé que tras 4 dias de almacenamiento, el acido galico en el
mango permanece practicamente inalterado.

Hay varios estudios sobre la accién anticancerigena del acido galico. Estudios in
vitro han demostrado una gran eficacia contra el cdncer de préstata humano (Ji et al.,
2009; Saxena et al., 2008) y efecto selectivo de muerte celular en células cancerigenas,
asi como fortalecimiento de la barrera de la mucosa gastrica en cancer a nivel digestivo

(Singh et al., 2004).
El acido protocatéquico se identificé sélo en carambola 1,92E-01 + 0,010
mg/100 g fruta. Tiene un efecto antiproliferativo sobre células HL-60 (utilizadas en el

estudio de leucemia) induciendo apoptosis en las mismas (Tseng et al., 2000).

El acido vanilico se identific6 en carambola y paraguaya (1,68E-01 + 0,002 y

1,21E-01 + 0,002 mg/100 g de fruta, respectivamente. Es un compuesto fendlico
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comun que se encuentra en las hierbas o raices utilizadas como medicina en China

(Zheng et al., 2001).

El acido eldgico se identific6 en carambola, pitaya y paraguaya (7,43E-01 +
0,067, 1,48E-01 + 0,001 y 1,50E-01 + 0,241 mg/100 g de fruta, respectivamente. Es un
compuesto fendlico presente en algunas frutas, frutos secos, semillas y bayas,
principalmente fresas y frambuesas. En varios estudios muestran sus actividades
antioxidantes, estrogénica y/o antiestrogénica, antiinflamatoria, antimicrobiana vy

efectos prebidticos (Landete, 2011).

El acido p-hidroxibenzoico se identificd en tres frutas, carambola, kiwi y mango
(8,17E-01 + 0,090; 3,76E-01 + 0,009 y 7,55E-03 + 0,003 mg/100 g de fruta,

respectivamente).

El kiwi fue la fruta con mayor cantidad de acidos hidroxibenzoicos en
comparacion con las demas muestras analizadas (8,4561 mg/100 g de fruta). De
acuerdo a Macheix et al., (1990) que establece el rango de acidos hidroxibenzoicos en
frutas y hortalizas entre 0,5-15 mg /100 g de fruta, con el andlisis de estos acidos salvo

la papaya todas las frutas entran dentro del rango.

Flavonoles
‘ O
OH
O La quercetina se cuantificé en todas las frutas a excepcion

de en la chirimoya. Estuvo en un rango de 1,86E-03 + 0,001 mg/100 g de fruta del
mango, hasta un 1,45E-02 + 0,0012 mg/100 g de fruta de la papaya.

Segun Macheix et al., (1990) el rango habitual de flavonoles es de 0,5-25 mg/100 g de
fruta. Con lo cual cabe esperar que estas frutas tuvieran otros flavonoles en su

composicion quimica.
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El mango tiene en su composicién polifendlica quercetina como se observa en diversos
estudios (Ajila et al., 2010; Rinaldo et al., 2010; Abellan et al., 2010; Oliveira, 2012). En
todos ellos se muestran valores bajos en torno al 0,15 mg/100 g de fruta.

Lako et al., (2007) cuantifica para el grupo de los flavonoles en papaya la cantidad de 9
mg/100 g de fruta. La papaya es, en comparacidn con otras frutas tropicales (Rinaldo

et al., 2010) la mas rica en este grupo de polifenoles.

Flavanonas
OH

HO 0

OH 0 La naringenina se identificd y cuantificdé en
cuatro de las frutas analizadas, en un rango de 2,01E-03 + 0,002 mg/100 g de fruta
para el mango, hasta 4,20E-03 + 0,012 mg/100 g de fruta para la paraguaya. Las otras
dos frutas fueron chirimoya y carambola (2,06E-03 + 0,018 y 3,75E-03 + 0,002 mg/100
g de fruta, respectivamente).

Segun Macheix et al., (1990) el rango normal para las flavanonas es de 25 a 600
mg/100 g de frutas, y este polifenol se encuentra principalmente en citricos. Con lo
cual, nos llama la atencién que siendo el kiwi una de las frutas con acido citrico mas

alto (ver apartado 5.2), este polifenol no haya sido detectado.
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Se realizd un analisis unidireccional de la varianza, (ANOVA) para ver si existian
diferencias entre los distintos polifenoles que se cuantificaron en cada una de las

frutas analizadas.

En la carambola, al realizar el ANOVA, si existieron diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes acidos cuantificados, no siendo asi entre los datos de
cada una de las muestras. Aplicando el procedimiento de comparacion multiple para
determinar qué medias son significativamente diferentes entre si, encontramos que
hay 17 pares que muestran diferencias estadisticamente significativas en el nivel de
confianza del 95 %., se observd que en todos los pares que incluyen al dcido gdlico a
excepcion del par acido galico-dcido p-hidroxibenzoico, existian dichas diferencias
significativas. Del mismo modo los pares del acido p-hidroxibenzoico con los demas
polifenoles a excepcion de, como dijimos, el acido galico existen diferencias
significativas. Entre los demds dacidos cuantificados para la carambola no existian
diferencias estadisticamente significativas al hacer el analisis de comparacién multiple

(Figura 55).
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Figura 55. ANOVA de los polifenoles individuales en mg/100 g fruta carambola.

Con respecto a la chirimoya en el andlisis unidireccional de la varianza,
(ANOVA) también se apreciaron diferencias entre los polifenoles, no siendo asi dentro
de los datos de un mismo polifenol.

Aplicando el procedimiento de comparacion multiple para determinar qué
medias son significativamente diferentes entre si, encontramos que hay 4 pares que

muestran diferencias estadisticamente significativas en el nivel de confianza del 95 %.
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Dichas diferencias estadisticamente significativas encontradas entre los polifenoles de
la chirimoya, como se muestra en la Figura 56. se hallan entre el acido galico y todas

las demas frutas. Entre éstas no existen diferencias estadisticamente significativas

(Figura 56).
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Figura 56. ANOVA de los polifenoles individuales en mg/100 g fruta chirimoya.

En el kiwi el analisis unidireccional de la varianza, (ANOVA) también mostré
diferencias entre los polifenoles, no siendo asi dentro de los datos de un mismo
polifenol. Aplicando el procedimiento de comparacidn multiple para determinar qué
medias son significativamente diferentes entre si, encontramos que hay 6 pares que
muestran diferencias estadisticamente significativas en el nivel de confianza del 95 %.
Las diferencias estadisticamente significativa encontradas entre los polifenoles del kiwi
se dieron cuando el acido galico se comparaba con los otros polifenoles identificados
en esta fruta. Entre los demas polifenoles cuantificados no existieron diferencias

estadisticamente significativas (Figura 57).
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Figura 57. ANOVA de los polifenoles individuales en mg/100 g fruta kiwi.
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En el mango el analisis unidireccional de la varianza, (ANOVA) también mostré
diferencias entre los polifenoles, no siendo asi dentro de los datos de un mismo
polifenol.

Aplicando el procedimiento de comparacion multiple para determinar qué
medias son significativamente diferentes entre si, encontramos que hay 7 pares que
muestran diferencias estadisticamente significativas en el nivel de confianza del 95 %.
Las diferencias estadisticamente significativa encontradas entre los polifenoles del
mango se observan al comparar acido gdlico con cualquiera de los otros polifenoles
cuantificados en esta muestra. Entre los demds polifenoles analizados no existen

diferencias estadisticamente significativas (Figura 58).
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Figura 58. ANOVA de los polifenoles individuales en mg/100 g fruta mango.

En el analisis unidireccional de la varianza, (ANOVA), llevado a cabo para la
muestra papaya se observaron diferencias entre los polifenoles, no siendo asi dentro
de los datos de un mismo polifenol.

Aplicando el procedimiento de comparacion multiple para determinar qué
medias son significativamente diferentes entre si, encontramos que hay 3 pares que
muestran diferencias estadisticamente significativas en el nivel de confianza del 95 %.
Las diferencias estadisticamente significativa encontradas entre los polifenoles
cuantificados en la papaya, fueron entre el acido gdlico y todas los demas polifenoles
cuantificados en esta muestra. Entre los acidos cafeico, sinapico y la quercetina no

existieron diferencias estadisticamente significativas (Figura 59).
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Figura 59. ANOVA de los polifenoles individuales en mg/100 g fruta papaya.

Con respecto a la pitaya, en el analisis unidireccional de la varianza, (ANOVA),
llevado se observaron también diferencias entre los polifenoles, no siendo asi dentro
de los datos de un mismo polifenol.

Aplicando el procedimiento de comparacion multiple para determinar qué
medias son significativamente diferentes entre si, encontramos que hay 4 pares que
muestran diferencias estadisticamente significativas en el nivel de confianza del 95 %.
Las diferencias estadisticamente significativa encontradas entre los polifenoles
cuantificados en la pitaya, fueron entre todos los pares que formaba el acido galico con
los demads polifenoles cuantificados. Entre los acidos cafeico, sindpico y la quercetina

no existieron diferencias estadisticamente significativas (Figura 60).
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Figura 60. ANOVA de los polifenoles individuales en mg/100 g fruta pitaya.
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Por ultimo en el caso de la paraguaya en el andlisis unidireccional de la
varianza, (ANOVA), llevado se observaron también diferencias entre los polifenoles, no
siendo asi dentro de los datos de un mismo polifenol.

Aplicando el procedimiento de comparacién multiple para determinar qué
medias son significativamente diferentes entre si, encontramos que hay 5 pares que
muestran diferencias estadisticamente significativas en el nivel de confianza del 95 %.
Las diferencias estadisticamente significativa encontradas entre los polifenoles
cuantificados en la paraguaya fueron entre todos los pares que formaba el dcido gélico
con los demas polifenoles cuantificados, no siendo asi entre los pares que formaban

los demas polifenoles (Figura 61).
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Figura 61. ANOVA de los polifenoles individuales en mg/100 g fruta paraguaya.

El dcido galico ha sido el polifenol hidroxi benzoico de los 14 analizados que se
ha cuantificado en todas las frutas y en cantidades mas altas, dando como hemos visto
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con los demds polifenoles
cuantificados en todas las muestras. El rango en el que se han movido estos datos
estan dentro del rango de 3,41E-01 + 0,008 mg/100 g en la papayay 7,99E+00 + 0,585
mg/100 g en el kiwi. El acido galico puede ejercer efectos especialmente importantes
para la salud a través de su potencial anticancerigeno (De'corde et al.,, 2008) y

cardioprotector (Priscila y Prince, 2009).

168



Resultados y Discusion

Agrupando los polifenoles en no-flavonoideos (acidos hidroxicinamicos y acidos

hidroxibenzoicos) y flavonoideos (flavonoles y flavanonas), se realizd el célculo del

coeficiente de correlacidn relevante (Correlacién lineal de Pearson) en el p <0,05 nivel

de confianza para ver si existian diferencias entre las distintas frutas.

En este andlisis encontramos que las diferencias estadisticamente significativas

encontradas entre los polifenoles cuantificados en las distintas frutas, se encontraban

en los siguientes pares: carambola-chirimoya; carambola-papaya; chirimoya-papaya;

chirimoya-paraguaya; kiwi-pitaya; mango-papaya y papaya-paraguaya (Tabla 20.)

Carambola|Chirimoya |Kiwi Mango |Papaya |Pitaya Paraguaya
Carambola 0,8866 0,1630 |0,4993 |0,6753 |0,3087 |0,4775
0,0001* 10,5946 |0,0824 |0,0113* |(0,3048 [0,0989
Chirimoya |0,8866 -0,0233 |0,2208 |0,6034 |0,1032 |0,5582
0,0001* 0,9397 10,4684 |0,0290* |0,7374 |0,0474*
Kiwi 0,1630 -0,0233 0,0114 |-0,1143 10,6354 |-0,1535
0,5946 0,9397 0,9704 |0,7100 |0,0196* |0,6166
Mango 0,4993 0,2208 0,0114 0,6770 |0,0868 |0,2793
0,0824 0,4684 0,9704 0,0110* |0,7779 |0,3555
Papaya 0,6753 0,6034 -0,1143 10,6770 -0,0777 10,8609
0,0113* |0,0290* |0,7100 |0,0110%* 0,8007 |0,0002*
Pitaya 0,3087 0,1032 0,6354 |0,0868 |-0,0777 -0,1096
0,3048 0,7374 0,0196* |0,7779 |0,8007 0,7215
Paraguaya |0,4775 0,5582 -0,1535 |0,2793 |0,8609 |-0,1096
0,0989 0,0474* |0,6166 |0,3555 [0,0002* (0,7215
*p<0,05

Tabla 20. Correlaciones entre polifenoles no-flavonoides y flavonoides en las distintas muestras.
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En general la carambola fue la fruta mas rica en los polifenoles analizados.
Salvo 4acido sindpico, acido clorogénico y pirogalol, los demas polifenoles analizados
fueron cuantificados en esta fruta, dentro del rango de 0,0038 + 0,002 mg/100 g fruta
fresca de la naringenina, a 1,48E+00 + 0,230 mg/100 g fruta fresca del acido gdlico.
Segun Bonaventure (1999), Garcia-Alonso et al. (2004) y Melo et al. (2008), esta fruta
tiene 5,51 mg/100 g de fruta de polifenoles. Segin nuestros datos el total de los
polifenoles identificados y cuantificados es de 4,60 mg/ 100 g de fruta. El resto podrian
ser gallotaninos y flavanoles como la catequina o epicatequina que también han sido
identificadas en esta fruta en estudios anteriores (Shui et al., 2006). Los compuestos
fendlicos principales en carambola son el acido ascérbico y los carotenos (Tello et al.,

2002, Clerici et al., 2011).

Dentro del grupo de acidos hidroxicindmicos las frutas mds ricas en estos
polifenoles fueron la carambola y la chirimoya; el kiwi fue la fruta con mayor cantidad
de 4cidos hidoxibenzoico en comparacién con las demds muestras analizadas En el kiwi
los compuestos que se encuentran en mayor cantidad son flavanoles y alcaloides

(Munoz et al., 2007).

La papaya es, en comparacion con otras frutas tropicales (Rinaldo et al., 2010)
la mas rica en quercetina. Esto estd de acuerdo con bibliografia donde Mufioz et al,
(2007) afirma que los compuestos fendlicos principales en papaya son los flavonoles,

ademas de taninos y carotenoides.
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5.4.2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Dada la naturaleza hidrofilica y lipofilica de los componentes antioxidantes
presentes en los frutos tropicales, varios autores proponen utilizar varios métodos
para evaluar correctamente la capacidad antioxidantes de estos frutos (Prior et al.,
2005; Huang et al., 2005). Nosotros llevamos a cabo tres métodos ABTS, DDPH, FRAP y

el ensayo de fenoles totales, Método de Folin-Ciocalteu (ver apartado 5.3.1.1.).

5.4.2.1. Método ABTS
Los resultados obtenidos para las frutas tropicales nacionales, expresados como

mmoles de TEAC por gramo de fruta, se muestran en la Tabla 21.

ABTS DPPH FRAP
Fruta Media + DS Media + DS Media + DS
Chirimoya 25,95+7,12 3,89+1,16 14,54 + 4,87
Aguacate 2,15+ 2,88 4,62 +2,24 4,25+ 1,88
var. Hass 2,27 + 2,88 3,82 +0,99 2,85+ 2,65
var. Bacon 1,86+1,19 6,48 + 3,60 6,09 + 3,44
Kiwi 5,16 + 0,84 8,48 + 2,15 5,12 + 1,50
Mango 6,37 + 3,48 0,67 +2,40 7,21 +£2,29
Papaya 5,14 + 0,61 14,16 + 2,40 6,70 £ 2,80
Caqui 40,90+1,71 228,71 +1,10 34,97 + 2,85
Carambola 10,28 + 0,42 13,81 +5,82 7,78 +1,32

Tabla 21. Capacidad antioxidante de frutas tropical nacional, cultivada en la costa de Granada-Malaga

(mmoles TEAC/g)

ABTS DPPH FRAP
Fruta Media + DS Media + DS Media + DS

Chirimoya 18,23 +2,12 0,96 + 1,23 18,13 + 3,12
Aguacate 2,35+1,13 3,53+2,23 2,79+2,11
Kiwi 5,65+ 0,62 10,01 + 0,29 5,97 + 0,92
Mango 0,48 + 0,06 0,97 +0,14 6,26 + 0,09
Papaya 3,13 +0,42 10,65 + 1,98 4,38 +2,23
Caqui 22,21+0,81 154,6 + 2,13 44,12 + 2,76
Carambola 7,18 + 5,08 15,69 +4,51 6,14 + 2,66

Tabla 22. Capacidad antioxidante de fruta tropical no-nacional, comercializada internacionalmente

(mmoles TEAC/g)
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Todas las frutas tropicales evaluadas presentan capacidad antioxidante, algunas
en mayor grado respecto a otras. Asi , la actividad antioxidante de las muestras oscila
entre los 1,86 + 1,19 mmol/g del aguacate (variedad Bacon) y los 40,90 + 1,71 mmol/g
del caqui.

Junto al caqui, destaca por un elevado valor de capacidad antioxidante, la
chirimoya con 25,95 + 7,12 mmol/g. Estos elevados valores en el caqui pueden deberse
a su alto contenido en vitamina Cy provitamina A o betacaroteno (lllescas et al., 2008).

Los siguientes valores mas elevados después de caqui y chirimoya, son
carambola, kiwi y papaya (Tabla 21.) (10,28 + 0,42; 5,16 + 0,84; 5,14 + 0,61 mmoles/g,
respectivamente). Al igual que el caqui, estas frutas poseen un buen contenido en
vitamina C, pero su valor de betacarotenos no es tan alto como en el caqui, con lo que

puede ser larazén de que su valor no sea tan elevado (Morillas-Ruiz et al., 2012).

Las determinaciones de mmoles/g por el método ABTS en las muestras no-
nacionales, se muestran en la Tabla 22. Estos datos tiene un perfil parecido al de frutas
nacionales; valores mas altos para caqui y chirimoya (22,21 + 0,81 y 18,23 + 2,12,
mmoles/g, respectivamente), sin embargo en las frutas no-nacionales el valor mas bajo
lo encontramos en el mango (0,48 + 0,06 mmol/g).

El kiwi y aguacate tienen un valor similar a las nacionales (5,65 + 0,62 y 2,35 + 1,13
mmoles/g) pero papaya y carambola dan valores mas bajos que las fruta nacionales

(3,13+0,42y 7,18 + 5,08 mmol/g, respectivamente).

Si consultamos datos aportados en estudios anteriores encontramos que por
ejemplo la carambola presenté una capacidad antioxidante menor al aportado por
otros autores (Munoz et al., 2007; Clerici et al., 2011; Morillas-Ruiz et al., 2012). El kiwi
y la papaya presentaron valores aproximados 5,16 + 0,84 y 5,14 + 0,61 mmoles/g,
respectivamente, pero también menores a los aportados por estudios anteriores para
la papaya (Zuhair et al., 2013; Morais et al, 2015) y para el kiwi (Du et al., 2009; Fei et
al., 2013).

Para el caqui encontramos datos aportados por Fei et al. (2013), superiores a

los determinados para nosotros tanto en fruta nacional como no-nacional.
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El mango y la chirimoya también dan valores algo menores a los encontrados
en bibliografia (Vasco et al. 2008) tango en nacionales como no-nacionales.

En el andlisis unidireccional de la varianza (ANOVA) para los datos nacionales de
los datos de capacidad antioxidante por el método ABTS, encontramos que no existe
diferencia significativa (p<0,05) dentro de los datos de cada fruta, sin embargo si existe
diferencia entre los datos de las diferentes fruta. Aplicando el procedimiento de
comparacion multiple para determinar qué medias son significativamente diferentes
entre si, encontramos que hay 15 pares que muestran diferencias estadisticamente
significativas en el nivel de confianza del 95 %. Los pares que no presentan diferencias
significativas son las variedades de aguacate entre si; ambas variedades de aguacate
con kiwi, mango y papaya; estas tres frutas entre ellas y la carambola con kiwi, mango

y papavya. En la Figura 62 vemos graficamente estas diferencias significativas.
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Figura 62. ANOVA de datos de ABTS (mmoles TEAC/G) de las frutas estudiadas.

La evaluacién de la relacidn entre las muestras se llevd a cabo mediante el
calculo del coeficiente de correlacién relevante (Correlacion lineal de Pearson) en el P
<0,05 nivel de confianza. Con este analisis de los datos de ABTS de frutas nacionales
con las no-nacionales analizadas, encontramos que existen correlaciones lineales muy
bajas, en general.

Las correlaciones estadisticamente significativas (p<0,05) que indican
correlaciones en el nivel de confianza del 95 %, se dan entre los siguientes pares de
frutas: caqui-chirimoya (r=0,5542), caqui-mango (r=0,5366), mango-papaya (r=0,7172)
(Tabla 22).
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Aguacate [Caqui Carambola|Chirimoya |Kiwi Mango |Papaya
Aguacate -0,3963 |-0,0839 0,0723 0,3265 |-0,4711 |-0,3217
0,0552 |0,6966 0,7371 0,1194 |0,0202* |0,1253
Caqui -0,3963 -0,0099 0,5542 0,0266 |0,5366 |0,3640
0,0552 0,9632 0,0050* [0,9018 |0,0069* |0,0803
Carambola|-0,0839 |-0,0099 -0,1130 [0,1202 |0,3606 [0,2898
0,6966 |0,9632 0,5990 0,5759 10,0835 [0,1695
Chirimoya |0,0723 |0,5542 |-0,1130 -0,1173 |0,3800 |0,1147
0,7371 |0,0050* |0,5990 0,5851 |0,0670 |0,5935
Kiwi 0,3265 |0,0266 |0,1202 -0,1173 -0,4072 |-0,1641
0,1194 |0,9018 |0,5759 0,5851 0,0483* 10,4435
Mango -0,4711 |0,5366 |0,3606 0,3800 -0,4072 0,7172
0,0202* |0,0069* |0,0835 0,0670 0,0483* 0,0001*
Papaya -0,3217 |0,3640 |0,2898 0,1147 -0,1641 |0,7172
0,1253 |0,0803 |0,1695 0,5935 0,4435 |0,0001*

Tabla 23. Correlacién del coeficiente de Pearson (r-value) entre mmoles TEAC/g (con método ABTS) de
las frutas tropicales seleccionadas.

En el diagrama de dispersién se puede observar mas graficamente estas
diferencias (Figura 63.)
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Figura 63. Diagrama de dispersién de mmoles TEAC/g (método ABTS) de frutas tropicales
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5.4.2.2. Método DPPH

Los resultados obtenidos para las muestras nacionales, expresados como
mmoles de TEAC por gramo de fruta se muestran en la Tabla 20.

Los valores medios encontrados oscilaron entre los 228,71+ 1,10 mmoles/g del
caqui y los 0,67 mmoles/g del mango; al igual que el método ABTS, hay un amplio
rango entre las muestras.

El caqui sigue siendo el de mayor capacidad antioxidante, sin embargo la
chirimoya con este método da valores mas bajos (3,89 + 1,16 mmoles/g), tanto en
fruta nacional como no-nacional (0,96 + 1,23 mmoles/g). La papaya es el segundo valor
mas alto 14,16 + 2,40 mmoles/g, muy cerca se queda la carambola con 13,81 + 5,82
mmoles/g; el kiwi dio valores de 8,48 + 2,15 mmoles/g, algo mas bajos el aguacate
4,62 + 2,24 mmoles/g, la chirimoya 3,89 + 1,16 mmoles/g y por ultimo, el mango con el

valor mas bajo de todas las frutas: 0,67 + 2,40 mmoles/g.

Las determinaciones de mmoles/g por el método DPPH en las muestras no-
nacionales, se muestran en la Tabla 22.

Al igual que en frutas nacionales el mayor valor lo encontramos en el caqui
(154,6 + 2,13 mmoles/g) y el menor en mango (0,97 + 0,14 mmoles/g). La chirimoya
también presenta un valor muy bajo, menor al encontrado en las frutas nacionales
(0,96 + 1,23 mmoles/g), también aguacate y papaya dan valores menores en frutas no-
nacionales (3,53 + 2,23; 10,65 +1,98 mmoles/g, respectivamente) pero tanto kiwi
como carambola dan valores mayores a las frutas nacionales (10,01 + 0,29 y 15,69 +

4,51 mmoles/g, respectivamente).

En comparacion con bibliografia Albuquerque et al., (2015) aporta un dato
inferior al nuestro en la chirimoya del cultivar Funchal, pero superior en la chirimoya
del cultivar Madeira; queda demostrado en ese estudio la variabilidad que aporta las
condiciones de cultivo para la capacidad antioxidantes de estas frutas.

Los datos de aguacate y papaya son inferiores a los referenciados para pulpa
por Morais et al. (2015) y Morillas-Ruiz et al. (2012); sin embargo nuestros valores de

papaya superan los encontrados por Zuhair et al. (2013). El valor de este método
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supera el dato aportado por Fei et al. (2013) para el caqui, tanto nacional como no-
nacional.

Los valores analizados para el kiwi, son inferiores a los referidos por Du et al.
(2009) y Morillas-Ruiz et al. (2012). La carambola, dio resultados inferiores a los
determinados por Clerici et al. (2011), pero superiores a los aportados por Morillas-
Ruiz et al. (2012). Este mismo autor aporté valores mayores para el mango, asi como

también Vasco et al. (2008) aporto resultados superiores a los nuestros.

En el ANOVA para los datos nacionales de los datos de capacidad antioxidante
por el método DPPH encontramos que no existe diferencia significativa (p<0,05)
dentro de los datos de cada fruta, sin embargo si existe diferencia entre los datos de
las diferentes fruta. Aplicando el procedimiento de comparacién multiple para
determinar qué medias son significativamente diferentes entre si, encontramos que
hay 7 pares que muestran diferencias estadisticamente significativas en el nivel de
confianza del 95 %.

En la Figura X vemos que estas diferencias significativas se dan entre el caqui con
respecto a todas las demas frutas. Las demas frutas entre si, no presentan diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 64. ANOVA de datos de DPPH (mmoles TEAC/G) de las frutas estudiadas.

En las correlaciones de Pearson de los datos de DPPH de frutas nacionales con

las no-nacionales analizadas, encontramos que existen correlaciones lineales bastante
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altas, en general. Las correlaciones estadisticamente significativas (p<0,05) que indican

correlaciones en el nivel de confianza del 95,0 %, se dan entre los siguientes pares de

frutas: aguacate-papaya (r=0,5576), caqui-chirimoya (r=0,4252) y chirimoya-papaya

(r=0,4849) (Tabla 24).

Aguacate |Caqui Carambola|Chirimoya |Kiwi Mango |Papaya
Aguacate 0,2784 |0,0487 0,3057 -0,3813 |0,0196 |0,5576
0,1877 10,8211 0,1463 0,0660 |0,9277 |0,0046*
Caqui 0,2784 0,0173 0,4252 0,1597 |-0,1244 |0,1516
0,1877 0,9361 0,0383* 0,4560 |0,5624 0,4794
Carambola |0,0487 0,0173 0,0862 -0,1502 |0,1914 -0,3805
0,8211 |0,9361 0,6886 0,4835 |0,3704 |0,0666
Chirimoya |0,3057 |0,4252 |0,0862 -0,3491 |-0,1495 |0,4849
0,1463 |0,0383* |0,6886 0,0945 |0,4857 |0,0163*
Kiwi -0,3813 |0,1597 |-0,1502 -0,3491 0,0045 |-0,3686
0,0660 0,4560 0,4835 0,0945 0,9834 0,0764
Mango 0,0196 -0,1244 |0,1914 -0,1495 0,0045 -0,4433
0,9277 0,5624 0,3704 0,4857 0,9834 0,0300*
Papaya 0,5576 |0,1516 |-0,3805 0,4849 -0,3686 |-0,4433
0,0046* |0,4794 |0,0666 0,0163* |0,0764 |0,0300*

Tabla 24. Correlacion del coeficiente de Pearson (r-value) entre mmoles TEAC/g (con método DPPH) de
las frutas tropicales seleccionadas.

En el diagrama de dispersion se

diferencias (Figura 65.).
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5.4.2.3. Método FRAP

Los resultados obtenidos en muestras nacionales, expresados como mmoles de
TEAC por gramo de fruta, se muestran en la Tabla 21.

La actividad antioxidante de las muestras de frutas nacionales oscila entre los
34,97 + 2,85 mmol/g del caqui y los 2,85 + 2,65 mmol/g del aguacate (variedad Hass).

Al igual que los métodos anteriores el caqui posee una alta actividad
antioxidante compardndolo con las demas muestras, pero en este caso del aguacate es
el que tiene la capacidad antioxidante mas baja de las muestras analizadas al igual que
ocurria en el método ABTS (ver apartado 5.3.2.1.). Dentro de las variedades de
aguacate, destacar que la variedad Bacon (6,09 + 3,44 mmoles/g) da el triple que la
variedad Hass (2,85 + 2,65 mmoles/g).

La chirimoya es el segundo valor mas alto (14,54 + 4,87 mmoles/g), después del
caqui, al igual que en el método ABTS. Las demas frutas tienes valores semejantes
también a ése método: kiwi (5,12 + 1,50 mmoles/g), papaya (6,70 + 2,80 mmoles/g),

mango (7,21 + 2,29 mmoles/g) y carambola (7,78 + 1,32 mmoles/g).

Las determinaciones de mmoles de TEAC/g en las muestras no-nacionales, se
muestran en la Tabla 22. En estos, el caqui sigue dando el valor mas alto (44,12 + 2,76
mmoles/g), también mayor al obtenido en las frutas nacionales. Aguacate, mango,
carambola y papaya (2,79 + 2,11; 6,26 + 0,09; 6,14 + 2,66 y 4,38 + 2,23 mmoles/g,
respectivamente) dieron valores menores a los obtenidos en frutas nacionales. El kiwi

supero levemente, la cantidad de la nacionales (5,97 + 0,92 mmoles/g).

Los datos de aguacate y papaya son inferiores a los referenciados para pulpa
por Morais et al. (2015). Para este método el valor de la papaya de nuestras muestras
superan los encontrados por Zuhair et al. (2013).

La carambola presentd una capacidad antioxidante menor al aportado por
otros autores (Munoz et al., 2007; Clerici et al., 2011; Morillas-Ruiz et al., 2012).

El kiwi también dio resultados menores a los aportados por estudios anteriores
(Du et al., 2009; Fei Pu et al., 2013). Para el caqui encontramos datos aportados por Fei
et al. (2013), superiores a los determinados para nosotros tanto en fruta nacional

como no-nacional. El mango y la chirimoya también dan valores algo menores a los
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encontrados en bibliografia (Vasco et al. 2008) tango en nacionales como no-

nacionales.

En el ANOVA para los datos nacionales de los datos de capacidad antioxidante
por el método FRAP, encontramos que no existe diferencia significativa (p<0,05)
dentro de los datos de cada fruta, sin embargo si existe diferencia entre los datos de
las diferentes fruta. Aplicando el procedimiento de comparacién multiple para
determinar qué medias son significativamente diferentes entre si, encontramos que
hay 8 pares que muestran diferencias estadisticamente significativas en el nivel de
confianza del 95 %. Las frutas que presentan diferencias significativas al ser
comparadas, son el caqui y la chirimoya. El caqui presenta diferencias significativas al
compararse con todas las frutas debido a que sus valores son mucho mas altos que
todas las demas y la chirimoya las presenta al ser comparada ademas de con el caqui,
con la variedad Hass de aguacate que presenta los valores mas bajos de todas. En la

Figura 66 vemos graficamente estas diferencias significativas.
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Figura 66. ANOVA de datos de FRAP (mmoles TEAC/g) de las frutas estudiadas.

En las correlaciones de Pearson de los datos de FRAP de frutas nacionales con
las no-nacionales analizadas, encontramos que existen correlaciones lineales muy
bajas, en general. Las correlaciones estadisticamente significativas (p<0,05) que
indican correlaciones en el nivel de confianza del 95,0 %, se dan entre los siguientes
pares de frutas: aguacate-papaya (r=0,5258), aguacate-chirimoya (r=-0,4363) y
carambola-kiwi (r=-0,5938) (Tabla 25. ).
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Aguacate |Caqui |Carambola|Chirimoya |Kiwi Mango |Papaya
Aguacate -0,0539 |0,2985 -0,4363 -0,1413 |-0,0116 |0,5258
0,8025 [0,1565 0,0330* |0,5102 [0,9571 |0,0083*
Caqui -0,0539 -0,1712 0,0055 0,1808 |-0,3979 |0,0233
0,8025 0,4239 0,9797 0,3978 |0,0541 |0,9140
Carambola |0,2985 |-0,1712 0,1856 -0,5938 [-0,0790 |0,3314
0,1565 |0,4239 0,3854 0,0022* |0,7136 |0,1137
Chirimoya |-0,4363 |0,0055 (0,1856 -0,1921 |-0,2107 |-0,1287
0,0330* 10,9797 |0,3854 0,3685 |0,3230 |0,5489
Kiwi -0,1413 |0,1808 |-0,5938 -0,1921 0,1677 |{-0,3053
0,5102 |0,3978 |0,0022* |0,3685 0,4335 [0,1468
Mango -0,0116 |-0,3979 |-0,0790 -0,2107 0,1677 -0,1340
0,9571 |0,0541 |0,7136 0,3230 0,4335 0,5324
Papaya 0,5258 |0,0233 |0,3314 -0,1287 -0,3053 [-0,1340
0,0083* 10,9140 |0,1137 0,5489 0,1468 |0,5324

Tabla 25. Correlacién del coeficiente de Pearson (r-value) entre mmoles TEAC/g (con método FRAP) de
las frutas tropicales seleccionadas.

En el diagrama de dispersidon se puede observar mas graficamente estas diferencias
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Figura 67. Diagrama de dispersién de mmoles TEAC/g (método FRAP) de frutas tropicales

Cada método solamente proporciona una

estimacion de la capacidad

antioxidante que es subjetivo a sus condiciones y reactivos. Por lo tanto, el uso de

diferentes métodos ayuda a identificar las variaciones en la respuesta de los

compuestos extraidos de las muestras de fruta y la respuesta de los compuestos puros.

Los tres métodos dieron informacién sobre la capacidad antioxidante pero
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FRAP y ABTS fueron mads faciles de manejar en términos de cinética y calculos. El
método DPPH tiene una interpretacion diferente y de ahi que sus valores fueran algo
diferentes a los otros dos métodos.

Los resultados mostraron una amplia gama de variaciéon con respecto al contenido
fendlico total y de la capacidad antioxidante en los diferentes ensayos. Pero si
tuviéramos que agrupar nuestra frutas y ser identificadas como de alto, medio y bajo
contenido fendlicos y capacidad antioxidante, diriamos que caqui y chirimoya serian
del grupo de algo contenido fendlico y capacidad antioxidante. Kiwi, papaya,
carambola y mango pertenecerian al grupo de medio y el del grupo de bajo contenido

fendlico y capacidad antioxidantes, dentro de estas frutas, seria el aguacate.

El coeficiente de correlacién de Pearson (r-valores) entre el contenido de

polifenoles totales y capacidad antioxidante de los frutos se describen en la Tabla 26.

ABTS DPPH FRAP Folin-Ciocalteu
ABTS 0,5320 0,6245 0,6996
0,0000* 0,0000* 0,0000*
DPPH 0,5320 0,3190 0,3474
0,0000* 0,0015* 0,0005*
FRAP 0,6245 0,3190 0,5369
0,0000* 0,0015* 0,0000*
Folin-Ciocalteu 0,6996 0,3474 0,5369
0,0000* 0,0005* 0,0000*

Tabla 26. Correlacion del coeficiente de Pearson (r-value) entre contenido

de polifenoles totales y

capacidad antioxidante.

Existe una correlacién lineal entre los diferentes métodos empleados: ABTS, DPPH,
FRAP vy Folin-Ciocalteu bastante alta. Se observa que los métodos que mas se
correlacionan entre si son: FRAP y ABTS. Ademads estos mismo frente a polifenoles
totales obtienen el r mas alto (0,6996). Esto puede ser debido a que el procedimiento
de los métodos FRAP y ABTS son similares en la preparacidn de reactivos y el tiempo

de funcionamiento del lector de placas.
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Figura 68. Andlisis cluster de los distintos métodos empleados para determinar capacidad

antioxidante y polifenoles totales de frutas tropicales.

En el método de Folin-Ciocalteu destacar que se obtienen valores similares en
todas las muestras, con excepcién del caqui, al igual que los métodos ABTS, DPPH vy
FRAP, lo cuan se manifiesta como una fuerte correlacion entre la capacidad
antioxidante y los compuestos fendlicos totales, indicando que estos polifenoles
contribuyen a la capacidad antioxidante de manera determinante. Esta misma
observacion fue aportada por Morillas-Ruiz et al. (2012).

Los alta capacidad de reduccién de unas especies quimicas indica un alta capacidad
antioxidante capacidad, pero lo contrario no siempre es cierto; porque la alta
capacidad antioxidante, podria ser una consecuencia de la capacidad antioxidante de
la transferencia de atomos de H a los radicales, que es uno de los mecanismos
implicados en el método DPPH (Singleton y Rossi, 1965; Benzie y Strain, 1996; El-
Massry et al., 2002). Es probable por lo tanto que la capacidad antioxidante de los
compuestos de las muestras detectadas por FRAP no sean los mismos con los

evaluados por DPPH.

En general en nuestro estudio, los niveles de capacidad antioxidante en todas

las frutas analizadas son, en el mayor numero de los casos, inferiores a datos

encontrados en bibliografia. Partiendo de que la calidad de las frutas iniciales es de
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Categoria Extra (ver apartado 5.1.) y que el método de extraccién utilizado (ver
apartado 4.2.2.) es el mismo al de otros estudios que han dado valores superiores, nos
hace pensar que el tratamiento inicial de la muestra, antes de la extraccidn, la
liofilizacién (ver apartado 4.1.1.) haya mermado las cantidades originales de
compuestos bioactivos de estas frutas. Morais et al., (2015) observé que el proceso de
liofilizacién redujo de forma considerable la cantidad de antioxidantes, en aguacate y
papaya, tanto en pulpa, semillas como piel. Se podria considerar que este efecto
hubiese ocurrido igualmente en todas nuestras frutas, ya que han sido analizadas de la
misma forma.

Otra posible razén para es que aun siendo la misma extraccion, los polifenoles
al poder crear puentes de hidrégeno entre sus grupos hidroxilos y los dtomos de
hidrégeno de los polisacaridos de la pared celular, hubiesen creando una estructura en
gel en la que se encapsulan los compuestos fendlicos, lo cual hubiese dificulta su

extraccion (De Freitas et al., 2003).

Destacar del analisis conjunto, el aguacate. Que demuestra una baja capacidad
antioxidante y cantidad de polifenoles totales para los tres métodos. Sin embargo,
Morais et al., (2015), encuentran los valores mds elevados en esta fruta en
comparacion con otras frutas tropicales brasilefias. También en este estudio se destaca
la diferencia de capacidad antioxidante y cantidad de polifenoles extraidos en las

diferentes partes de un fruto. Siendo siempre mayoritaria la piel.
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5.5. Compuestos volatiles en Annona cherimolla Mill

A fin de obtener una caracterizacion mas profunda de la quimica volatil de
chirimoyas (Annona cherimolla Mill.) procedentes de Brasil y Costa Tropical de
Granada-Madlaga, se llevd a cabo un analisis mediante cromatografia gaseosa y
espectrometria de masas (TOF-MS) para identificar y cuantificar los compuestos
volatiles en todas las partes del fruto. En este andlisis se incluyd piel, pulpa y semillas,
para conocer los aromas tal y como un consumidor los percibe en el momento de su

degustacion.

Estudio preliminar del estado de madurez de las muestras.

Inicialmente, para evaluar el estado de madurez se determiné el contenido de
azulcares libres que tenian las muestras. Para ello se determinaron los distintos
monosacaridos (manosa, glucosa y galactosa) tras la hidrdlisis, reduccion y acetilaciéon

de las muestras (ver apartado 4.2.1.9.1.).

Se utilizé la sacarosa como patrén externo y se determind asi la cantidad de
monosacaridos existentes en la muestra mediante cromatografia de gases con
detector de ionizacién de llama (GC-FID).

La repetibilidad del método cromatografico, expresada como desviacidon estandar
relativa (RSD), se comprobd con diez inyecciones consecutivas de una solucién patrén

que contenia 100 mg / L de sacarosa (Tabla 27).

Patrén externo R Rango lineal (mg/L) RSD (%)

Sacarosa 0,993 0,2-1 3,4

Tabla 27 Parametros de calidad para la determinacién cromatografica de azlcares neutros.
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El cromatograma tipico se analizé mediante GC-FID (Figura 69).
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Figura 69. Cromatograma tipo GC-FID de las distintas muestras de Annona cherimlla Mill para la

determinacion de azlcares neutros.
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Como se puede observar en la Tabla 28. que recoge los datos, el contenido de

monosacardiso en las muestras fue similar.

Humedad Monosacaridos Sacarosa

Origen % 0/100 g fruta fresca 0/100 g fruta fresca
Annona cherimolla Mill. Media + DS Media + DS Media + DS
Almufécar 74,42 + 4,29 17,66 + 6,18 0,60 + 0,08
Nerja 71,18 + 1,22 21,29 + 6,50 0,20 + 0,17
Brasil 73,10 + 1,17 22,88 + 4,18 0,83 + 0,36

Tabla 28.. Cuantificacion de monosacaridos y sacarosa (patron externo) de las distintas muestras de

Annona cherimolla Mill.

Se realizé un analisis unidireccional de la varianza, (ANOVA) para ver si existian
diferencias, pero no se hallaron diferencias estadisticamente significativas en los datos.
Todo eso nos llevd a pensar que el estado de madurez en el momento del anadlisis era
igual en los frutos de la tres muestras, a partir de ahi procedimos a evaluar los

compuestos volatiles que contenian.

Estudio compuestos voldtiles de Annona cherimolla Mill.

Los compuestos volatiles que forman el flavor de la fruta, se producen a través
de las vias metabdlicas durante la maduracién, cosecha, post-cosecha vy
almacenamiento, y depende de muchos factores relacionados con la especie, variedad
y tipo de tratamiento tecnoldgico (Ibafiez et al., 1998; Ferreira et al., 2009).

Para el analisis del grafico de contornos se utilizé el sistema automatico de
datos del HS-SPME/GC x GC-ToFMS para hacer una identificacion inicial de todos los
picos en el cromatograma de GCxGC con un umbral en el ruido de la sefial mayor a 50.
La pantalla con todos los iones del cromatograma (Figura 70.) muestra unos cientos de

picos en cada una de las muestras.
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Figura 70. Cromatogramas de compuestos volatiles de Annona cherimolla Mill

188



Resultados y Discusion

A simple vista en la Figura anterior se ve que la chirimoya procedente de Nerja
(Malaga) era la mas rica en compuestos volatiles y la de Brasil presentaba el menor

numero de contornos en el grafico (Figura 70.).

La rutina para encontrar picos basada en la deconvolucién, es decir, la
separacion matematica de espectro de los picos que co-eluyen, nos permitié detectar
los compuestos, que fueron tentativamente identificados basdndonos en la
comparacion de sus espectros de masas con una base de datos de referencia. También
por comparacion del indice de retencién calculado (Rlg,c) con los valores aportados en
la literatura y estudios anteriores (Rl ); todo esto para una columna del 5% de
polifenilsiloxano (o equivalente). Se considerd razonable una diferencia menor al 5 %
entre el Rl y el Rl .

Tras este tratamiento de todas las sefales registradas en los cromatogramas de
las muestras, se observé que los compuestos pertenecian a los grupos: aldehidos,
hidrocarburos, alcoholes, ésteres, furanos, terpenos (monoterpenoides vy

sesquiterpenoides) y fenoles (Figura 71).

HYDROCARBONS
ALCOHOLS

FURANS
MONOTERPENQIDS

Almufiécar

PHENOLS

22 Dimension (s)

1000 1500

13 Dimension (s)

Figura 71. Cromatograma GCxGC de Annona cherimola Mill. de Almufiécar (Granada) con las

zonas identificadas de los grupos de compuestos volatiles identificados.
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Los componentes de cada grupo quimico se dispersaron a través del grafico de
contorno de acuerdo con su volatilidad (12 dimensién) y su polaridad (22 dimension).
Es dificil establecer en el cromatograma el espacio especifico de las dos dimensiones
para cada grupo quimico. La serie de alcanos (Cs- C 50) que se superpone abajo (Figura
71.) fue utilizada para el calculo experimental de indices de retencion en el
cromatograma; también nos ayuda a ver que la volatilidad disminuye conforme
aumenta el nimero de carbonos (Perestrelo et al., 2011). El menos volatil fue el grupo
de los sesquiterpenos y los elementos mas polares pertenecian al grupo de alcoholes
y/o ésteres.

Toda la identificacién detallada por grupos se puede observar en el Anexo lll;
de forma simplificada, en la Tabla 29, vemos que en las tres muestras el grupo
mayoritario de compuestos volatiles es el grupo de los ésteres (73,50 % en chirimoya
de Almuiécar, 53,45 % en chirimoya de Nerja y 42,45 % en chirimoya de Brasil). Esto
concuerda con datos aportados por otros autores Idstein et al., (1984); Pino, J. A,

(1997); Ferreira et al., (2009).
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Resultados y Discusion

Almunécar cv Nerja cv Brasil cv

Grupo de compuestos Area media + DS %Total Areamedia+DS %Total Area media + DS %Total
Aldehidos y cetonas 2,24E+07 19 3,18 2,79E+07 2,72 22 9,42E+06 28 4,93
Hidrocarburos 1,28E+07 16 1,82 1,07E+07 1,05 25 5,51E+06 19 2,89
Alcoholes 1,88E+07 14 2,67 2,80E+07 2,73 27 1,65E+07 31 8,65
Esteres 5,17E+08 18 73,50 5,48E+08 53,45 27 8,11E+07 20 42,45
Furanos 3,10E+05 19 0,04 7,09E+05 0,07 26 1,69E+05 12 0,09
Monoterpenoides 9,01E+07 17 12,81 2,17E+08 21,20 26 5,52E+07 22 28,89
Sesquiterpenoides 3,06E+07 13 4,35 1,89E+08 18,43 22 2,12E+07 19 11,12
Fenoles 2,81E+05 22 0,04 1,19E+06 0,12 14 2,06E+05 18 0,11
Otros 1,40E+04 2 0,00 1,13E+04 0,00 16 3,37E+03 19 0,00

TOTAL 6,92E+08 98,41 1,02E+09 99,78 1,89E+08 99,13
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Aldehidos y cetonas

o )
R c/ .
S R-C-R

En nuestras muestras los aldehidos y
cetonas aparecen con un 4,93% del total de volatiles en la chirimoya de Brasil, con un
3,18 % del total de volatiles en la chirimoya de Almufiécar y con un 2,72 % del total de
volatiles en la chirimoya de Nerja (Tabla 29.)

Se encontro este grupo de compuestos en el rango 70-1165 s. de la 12 dimensién y en

el rango 0,315-3,150 s. de la segunda dimensién (Figura 71.)

En la chirimoya de Brasil el mayoritario es el acetaldehido con un drea media que
supone el 42,48 % de los aldehidos y cetonas para esta fruta, seguido del 3-hidroxy-2-
butanona con un 17,11 % y el 2-nonanona con 8.99 %.

En la chirimoya de Almufécar con un 33,18 % es el becenoacetaldehido el de mayor
cantidad, después encontramos al acetaldehido con 16,74 % y como tercero mas
abundante en esta chirimoya al nonanal con 14,17 %.

En la chirimoya de Nerja el mas abundante es al igual que en la de Brasil el 3-hidroxi-2-
butanona con un 30,75 %, seguido del acetaldehido con un 22,06 % vy la acetona con

un 16,08 %. (Anexo IV).

En estudios anteriores, como el de Ferreira et al., (2009) que analiza con la misma
técnica los compuestos volatiles en chirimoyas de diferentes variedades (Madeira,
Funchal y Perry Vidal), este grupo era el segundo contribuyente mayor al total del
perfil de volatiles, en nuestro caso este es el tercer grupo mas abundantes después de

ésteres y terpenos (Tabla 29.)

Destacar que el propanal tan solo aparece en la chirimoya de Almufiécar. Segun la guia

de olores de algunos compuestos quimicos (Flavornet, 2015), el propanal tiene o

proporciona un olor ‘picante’ o ‘especiado’, asi como otros compuestos como hexanal,
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octanal y nonanal son caracteristicos del olor a ‘grasa’. Undecanal es propio del olor a

‘aceite’ y heptanal en concreto al olor ‘rancio’.

El hexenal que aparece entre el 0,50 % y el 1,40 % en estas frutas, siendo el mayor %

para la chirimoya de Nerja, es propio del olor a ‘verde’.

Podemos considerar que el grupo de aldehidos y cetonas contribuye al flavor graso de

esta fruta y un poco al olor ‘verde’ propio de las frutas y vegetales.

Hidrocarburos

)
H—C—C—H
H H

total de volatiles en la chirimoya de Nerja, con un 3,18 % del total de volatiles en Ia

En nuestras muestras los alcoholes aparecen con un 2,72% del

chirimoya de Almufiécar y con un 4,93 % del total de volatiles en la chirimoya de Brasil
(Tabla 29.)

Aparecen en el grafico de contornos (Figura 71.) entre el rango 135-1810 s. de la 12
dimensién y 0,380-1,130 s. de la segunda dimensién. Son por tanto algo menos

volatiles que el grupo anterior, pero de polaridad similar.

En la muestra de Nerja encontramos que el compuesto mayoritario es el tolueno con
un 35,42% de los hidrocarburos de esta fruta, seguido del estireno (11,95 %) y del 1,3-
dimetil benceno (10,70 %).

En la chirimoya de Almufiécar tiene un 25,10 % de 1,3-dimetil benceno, seguido de un
17,55 % de tolueno y como tercero mas abundante el estireno con 14,38 %.

En la de origen brasilefio el compuesto mayoritario es el 1,3-dimetil benceno (41,99

%), seguido del tolueno con un 16,22 % y del etilbenceno con un 4,22 %.
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En las tres frutas encontramos al tolueno y al 1,3-dimetil benceno en mayor o menor
%, el estireno es comun también en las frutas nacionales. Ninguno de estos

compuestos es destacable en estudios similares.

Segun la guia de olores de algunos compuestos quimicos (Flavornet, 2015), el tolueno
es propio del olor a ‘pintura’, y el 1,3-dimetil benceno puede estar dentro del grupo de
compuesto que dan olor ‘especiado’. El etilbenceno de la chirimoya de Brasil también
estd dentro del grupo de olor ‘especiado’.

El estireno y derivados por su parte bastante abundante en las chirimoyas de

Almufiécar y Nerja es propio del olor a ‘pino’, ‘balsdmico’ y ‘dulce’.

Es un grupo de volatiles poco destacado, que quizds pueda tener algo de mayor

importancia en las chirimoyas nacionales agregando un poco de olor pino o resinoso.

Alcoholes

|
H—C—OH
H

con ésteres y terpenos) en el primer analisis que se hizo de volatiles en chirimoya por

Los alcoholes fue uno de los grupos mayoritarios de volatiles (junto

Idstein et al. (1984). Estan formados por productos de la degradacién enzimatica de

acidos grasos insaturados (Ibafiez et al., 1998).

Este grupo se enmarca entre el rango 85-750 s. de la primera dimensién y 0,710-2,420
s. de la segunda dimensién, lo que le caracteriza como un grupo de elevada volatilidad

y polaridad (Figura 71.)

Esta familia quimica contribuye al perfil de nuestras muestras con: un 2,72% del
total de volatiles en la chirimoya de Nerja, con un 3,18 % del total de volatiles en la
chirimoya de Almufiécar y con un 4,93 % del total de volatiles en la chirimoya de Brasil

(Tabla 29.)
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En la chirimoya de Almufiécar el mayoritario es el 1-hexanol con un 66,07% de los
alcoholes identificados, seguido del iso-amil-alcohol (13,85 %) y el 1-butanol (11,09 %).
En la chirimoya de Nerja el mayoritario es el iso-amil-alcohol (51,36 %), por detras
encontramos al 1-hexanol (25,16 %) vy el siguiente mas abundante es el 1-butanol
(9,33 %). En la chirimoya de Brasil el alcohol mayoritario es de nuevo el iso-amil-
alcohol (68,20 %), el siguiente el 1-hexanol (10,39 %) y el tercero mds abundante 3-
hexen-1-ol (6,82 %). En la chirimoya de Brasil el 1-butanol es el 1,22 % de los alcoholes
identificados.

De los 14 alcoholes identificados en las tres frutas (Anexo IV) son, como vemos,
comunes los tres mas abundantes en las chirimoyas nacionales, pero la chirimoya de
Brasil difiere en el tercero mas abundante. Los datos de la fruta nacional concuerdan

con los encontrados por Idstein et al. (1984).

En el perfil de chirimoya aportado por Ferreira et al. (2009) coinciden con nosotros en

la presencia de iso-amil-alcohol y 1-butanol en algunas de sus chirimoyas analizadas.

En esta ocasidén con la guia de olores de algunos compuestos quimicos (Flavornet,
2015), descubrimos que este grupo aporta gran cantidad de atributos al flavor fruta.
Los componentes mas abundantes como son el hexanol, iso-amil-alcolhol y 1-butanol,
pueden dar muchos matices al flavor de esta fruta. El hexanol es caracteristico del olor
a ‘flores’ y algunos derivados de éste a ‘verde’, ‘resina’, ‘rosa’ y ‘dulce’. El iso-amil-
alcohol aparece como olor a ‘banana’ y el 1-butanol también contribuye al olor “fruta’.
Algunos derivados de butanol, también a ‘quemado’, ‘malta’ y ‘vino’. El tercero mas
abundante en la chirimoya de Brasil el 3-hexen-1-ol tiene también estd presente en los
olores: ‘fruta’, ‘hierba’, ‘verde’, ‘hojas’, ‘verde’, ‘nogal’, ‘fresco’ y ‘vino’. Otros
compuestos de este grupo siguen estando relacionados con el olor “fruta’ y ‘especiado’

como propanol y pentanol. El nonanol ‘verde’ y ‘pepino’.
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Esteres
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R OR Segun Idstein et al. (1984), este grupo era muy numeroso. En
nuestras muestras es el grupo en el que mayor nuimero de compuestos se
identificaron, exactamente 71 (Anexo V).
Su presencia en el gréfico de contornos va desde el rango 80-1320 s. de la 12
dimension y el rango 0,410-3,370 s. de la 22 dimensidn (Figura 71.), lo que lo hace un

grupo muy volatil y muy polar, con lo que al ser el mayoritaria predominardn sus

cualidades en el olor de esta fruta.

En nuestras muestras los ésteres aparecen con un 73,50 % del total de volatiles en la
chirimoya de Almufiécar, con un 53,45 % del total de volatiles en la chirimoya de Nerja
y con un 42,45 % del total de volatiles en la chirimoya de Brasil (Tabla 29.) Son el
grupo mas abundante en las tres muestras, dato que concuerda con los autores Idstein

et al. (1984); Ferreira et al. (2009).

De los 71 compuestos ésteres identificados en la chirimoya de Almuiécar estaban
todos, a excepcion de etilacetato. En esta muestra los mas abundantes fueron: metil-
butanoato (24,56 %); butil-2-metil-propanoato (9,22 %); metil-hexanoato (7,01 %); etil-
hexanoato (5,52 %) y etil-butanoato (5,02 %).

En la chirimoya de Nerja se identificaron 67 ésteres de los 71 que fueron identificados
en total. De estos el mas abundante fue etil butanoato (10,39 %); metil-butanoato
(9,09 %); butil-2-metil-propanoato (7,69 %); metil-hexanoato (6,79 %) y etil-acetato
(5,31 %).

De los 71 compuestos totales identificados en la chirimoya de Brasil se identificaron 55
ésteres, cifra bastante menor a los que se encontraron en las frutas nacionales. En esta
muestra los mas abundantes fueron: pentil butanoato (23,21 %); 3-metil-butil-acetato
(22,31 %); metil-butanoato (9,97 %); metil-acetato (7,25 %) y butil-2-metil-propanoato
(4,17 %).
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El metil-butanoato y butil-2-metil-propaonato aparece en las tres muestras asi como

en los mds abundantes en la piel de chirimoya segun Ferreira et al. (2009).

Aunque no se realizd un analisis sensorial, es de esperar que el aroma caracteristico de
esta fruta sea resultado de numerosos constituyentes presentes, entre los que deben
tener un aporte significativo los ésteres.

Las caracteristicas en el flavor que dan los ésteres y que serdn en las chirimoyas de
Almufiécar y Nerja superior al encontrado en la chirimoya de Brasil son, segun
Flavornet (2015) y Bicas et al. (2011): olor fruta fundamentalmente, aportado por
metil butanoato y derivados, isobutirato y derivados y derivados de propinoato.
También destaca el olor dulce, aportado por metil butanoato y sus derivados,
derivados de isobutirato y derivados de metilbutanoato.

Los derivados de metil butanoato que son los mayoritarios aportan olores a ‘verde’,
‘hierba’, ‘malvavisco’, ‘manzana’ y ‘caramelo’.

De manera minoritaria encontramos a etil acetato y propanoato que aportan el olor
‘pina’, éste ultimo también el olor ‘flores’. El olor ‘rosa’ es aportado por derivados de
etil acetato, isobutirato. También olor ‘coco’ por undecanoato y ‘miel’ por derivados

de etil acetato.

Furanos

[\

0]
Los furanos aparecen en bajas proporciones en las tres

chirimoyas, asi segun la Tabla Y. encontramos un 0,09 % en la fruta de Brasil, 0,07 en la
chirimoya de Nerja y un 0,04 en la de Almufiécar (Tabla 29.)
Estan entre el rango 110-750 s. de la primera dimensién y 0,410-1,000 s. de la segunda

dimensidn (Figura 71.)

Los furanos identificados fueron 4: tetrahidrofurano, 2-etilfurano, 2-pentilfurano y 3-
(4-metil-3-pentenil)-furano. Los tres primero fueron identificados en las 3 muestras,

pero el ultimo no se encontrd en la chirimoya de Brasil.
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De acuerdo a la dimension 2 (polaridad), se observé que salvo el 3-(4-metil-3-
pentenil)-furano, los otros 3 compuestos identificados tenian una polaridad similar. La
polaridad en furanos aumenta con la presencia de anillos aromaticos (-CsHg) 0 un
grupo formilo (-CHO)(Perestrelo et al., 2011).

Los furanos son muy abundantes en el vino debido a que son generados por la pirdlisis
de carbohidratos, deshidratacion de azlcares por la reaccion de Maillard y la
caramelizacion, lo cual se da durante la elaboracién y envejecimiento del vino (Moreno

et al., 2007; Ramirez-Jiménez et al., 2000).

Los furanos identificados en estas chirimoyas aportan olor ‘balsamico’ (2-etil furano) y

‘mantequilla’ y ‘guisante’ (2-pentil furano).

Terpenos

Los dividiremos en dos grandes familias: monoterpenos y sesquiterpenos.

Monoterpenos
Rj
"

Los monoterpenos son un grupo de compuestos volatiles muy
abundante y ampliamente estudiados en numerosas especies vegetales (Lopez-
Rubalcava et al, 2006; Jalali et al., 2012).

Algunos como el B-cariophillene, B-selienene, B-cubebene y linalool podrian explicar

efectos ansioliticos en extractos de hojas de chirimoya (Lépez-Rubalcava et al., 2006).

En nuestras muestras fueron identificados 20 monoterpenos siendo con ello el
segundo grupo mads abundante. Fueron identificados en las tres muestras. En la
chirimoya de Brasil este grupo fue el 28,89 % de todos los compuestos volatiles
identificados en esta muestra; en la chirimoya de Nerja el 21,20 % y en la chirimoya de

Almufiécar el 12,81 % (Tabla 29.)
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En el grafico de contorno (Figura 71.) aparecen entre el rango del 410-900 s de la

primera dimensién y el rango 0,470-1,390 s de la segunda dimension.

El monoterpeno mayoritario es comun en las muestras de Brasil, AlImufiécar y Nerja: el
B-pinene (39,58 %, 21,96 % y 17, 57 %, respectivamente).

El segundo mayoritario es comun en las chirimoyas nacionales de Almufiécar y Nerja,
el linalool (18,35 % y 14,44 %, respectivamente). Este monoterpeno es el tercero mas
abundante en la chirimoya de Brasil (12 59 %), en ésta el segundo mas abundante es el
B-ocimene con un 16,20 %. Este B-ocimene es el tercero mds abundante en la
chirimoya de Nerja (14,12 %) y en la chirimoya de Almufiécar el tercero mas abundante

es el a-pinene (18,34 %).

En la muestra de Almufiécar siguen siendo abundantes monoterpenos como [-
ocimene, B-myrcene, 6-limonene y eucalyptol (8,49 %, 8,19 %, 7,82 % y 6,83 %,
respectivamente).

En la muestra de Nerja siguen siendo abundantes B-myrcene, 6-limonene, a-pinene y
a-terpinolene (11,82 %, 11,59 %, 9,26 % y 5,16 %, respectivamente).

En la chirimoya de Brasil también aparece el B-myrcene, 6-limonene (12,52 %y 6,74 %,

respectivamente).

El B-pinene que es el monoterpeno mas abundante contribuye al olor ‘pino’ y ‘resina’
segln Flavornet (2015); otros como a-pinene, a-terpinene y 4-terpinenol también
contribuyen al aroma ‘pino’. El linalool por su parte el segundo mas abundante
contribuye a los olores de ‘madera’, ‘citrico’, ‘flores’, ‘verde’y ‘lavanda’.

Otros abundantes como B-myrcene participan del olor ‘balsamico’ y ‘especiado’; el &-
limonene por su parte caracteriza con olor ‘citrico’, ‘fresco’, “fruta’, ‘limén’ y ‘naranja’.
Otros minoritarios aportan olores ‘trementina’, ‘menta’, ‘fruta’, ‘hierba’, ‘pimienta’ o

‘dulce’.

Analizando en conjunto los olores, podriamos decir que los monoterpenos contribuyen
al aroma de la chirimoya con dos matices diferentes. Por un lado el olor a pino y por

otra parte un olor mas floral y citrico.
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Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos son terpenos con ciclos condensados que
también estan presentes en los aceites esenciales de muchas especies vegetales y

tienen gran capacidad odorifica (Rocha et al., 2006; Jalali et al., 2013).

Nosotros identificamos 18 sesquiterpenos (Anexo V).

En la chirimoya de Almufiécar este grupo de compuestos representé el 4,35 % (Tabla
29.) del total de compuestos volatiles siendo asi el tercer grupo mas abundante
después de ésteres y monoterpenos.

En la chirimoya de Brasil representé el 11,12 % de los compuestos volatiles
identificados en esta muestra, siendo también el tercer grupo mas abundante después
de ésteres y monoterpenos.

En la muestra de Nerja este grupo representd un 18,43 % de los compuestos volatiles
de esta fruta, siendo también el tercer grupo después de ésteres y monoterpenos. En
esta muestra la cantidad de monoterpenos y sesquiterpenos elevada (21,20 % y 18,43
%, respectivamente) si se comparan las tres muestras, con lo que al ser esta chirimoya
la mas olorosa sensorialmente y sabiendo que estos compuestos proporcionan un
amplio espectro de aromas, que en su mayoria se perciben como muy agradable, y que
son responsables de la percepcion del aroma de varios productos naturales (Rocha et
al., 2006), podriamos decir que gran parte del olor de esta muestra seria consecuencia

de la cantidad de terpenos.

En el grafico de contornos (Figura 71.) observamos que la zona donde aparecen los
sesquiterpenos corresponde al rango de 1220-1590 s en la primera dimensién y al
rango 0,600-1080 s de la segunda dimensién. Con esto vemos que la volatilidad de
estos compuestos es de las mas bajas, quizds debido a su alto peso molecular ya que
como comentamos, la volatilidad disminuye conforme aumenta el nimero de atomos

de carbonos (Perestrelo et al., 2011).
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En nuestras muestras el sesquiterpeno mayoritario fue diferente segln el origen. En la
muestra de Almufiécar y Brasil el mayoritario fue el germacrene-D (41,19 % y 39 %,
respectivamente), seguido en ambas muestras por el y-elemene (21,33 % y 22,51 %,
respectivamente). El tercero en estas chirimoyas también fue comun el a-copaene con
un 8,84 %y 9,62 %, respectivamente.

Por tanto para estas dos muestras el perfil de sesquiterpenos de los 3 mayoritarios es
similar.

En la chirimoya de Nerja sin embargo fue algo diferente, el mayoritario en esta fruta
fue el caryophyllene con un 26,46 %, seguido del 16,27% del B-cubebene y como
tercero mas abundante se encontrd al y-elemene con un 14,54 %. El a-copaene
también tuvo un aporte considerable del 8,70 % y el a-cubebene que en las otras

muestras apenas roza el 4% en la chirimoya de Nerja llega al 6,63 %.

El perfil de aromas que da este grupo de volatiles segun Flavornet (2015), es
mayoritariamente madera. Asi los tres sesquiterpenos mayoritarios en las chirimoyas
de Almuiécar y Brasil dan el olor ‘madera’ (germacrene-D, y-elemene y a-copaene).
Ademas estos sesquiterpenos contribuyen con matices de olor como ‘especiado’,
‘verde’, ‘tierra’, “fresco’ y ‘hierba’.

El sesquiterpeno mayoritario de la chirimoya de Nerja tiene otro perfil, por lo que
justifica que el aroma de esta fruta sea sensorialmente diferente. Asi el caryophyllene
contribuye con olores a ‘madera’ (igualmente que en las otras chirimoyas), ademas de
‘hierba’, ‘musgo’, ‘especiado’, ‘tierra’ y ‘dulce’. De todos los sesquiterpenos que
identificamos es el Unico que tiene capacidad de dar un matiz dulce al aroma. Con lo
que siendo el mayoritario y junto con el primer grupo de volatiles, los ésteres, que
también contribuyen a este olor, es totalmente atribuible el olor intensamente dulce
de la chirimoya de Nerja a los ésteres y sesquiterpenos presentes en esta fruta.
Ademads el y-elemene contribuye con el matiz ‘madera’ y los demas ‘fresco’, ‘verde’ y
‘hierba’. Su tercero mas abundante el B-cubebene aporta también matices ‘citrico’ y
“frutal’.

Entre los demas sesquiterpenos minoritarios en las tres chirimoyas predomina el

matiz ‘madera’ y ‘hierba’.
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Fenoles

OH

En nuestras muestras los fenoles son poco abundantes. La
chirimoya de Almufiécar cuenta con un 0,04 %, en la chirimoya de Nerja aparecen en
un 0,12 % y en la chirimoya de un Brasil un 0,11 %.

En el grafico de contorno (Figura 71.) este grupo aparece entre el rango 55-1540 s de
la primera dimensidn y el rango 1310-1380 s de la segunda dimensién.

Se identificaron 3 fenoles los cuales aparecen en las 3 muestras. Asi el 1-metoxi-2-
metil-benceno aparece con un 74,86 % en la chirimoya de Brasil, con un 63,21 % en la
de Nerja y con un 57,89 % en la de Almufécar. Es el fenol mds abundante en las tres
muestras. Un isomero de éste, el 1-metoxi-4-metil-benceno, es un 23,83 % en la
chirimoya de Nerja, un 17,60 % en la de Almufiécar y un 7,31 % en la de Brasil. El tercer
fenol, el butilhidroxitolueno, es al contrario que el anterior mas abundante en la
chirimoya de Almufiécar (24,51 %) y Brasil (17,84 %) y menos en la chirimoya de Nerja
(12,96 %) (Tabla 29.)

La presencia de un grupo —OH en estos compuestos incrementa la polaridad, en
consecuencia, son mayores los valores de retencidon observados en la segunda
dimensiéon, también la posicién de los radicales altera la polaridad, asi 1-metoxi-4-
metil-benceno, presenta una polaridad mayor que 1-metoxi-2-metil-benceno.

Estos fenoles de alto peso molecular contribuyen segun Flavornet (2015) al aroma

‘especiado’ y ‘de almendra amarga’.

Indano

El indano es un compuesto aromatico-alifatico que se encuentra
en el alquitran de hulla (Morrison et al., 1998). Lo encontramos en muy baja cantidad
en las tres frutas, pero no aporta ningun tipo de matiz al olor, con lo que no es

relevante.
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Las frutas tropicales pueden ser clasificadas en dos categorias basadas en si
predominan en sus volatiles ésteres o terpenos (Ferreira et al., 2009).
Analizando el perfil aromatico de estas tres muestras podemos considerar que la
chirimoya de Almufiécar y Brasil pertenecen claramente a la categoria de frutas
tropicales con ésteres como volatiles predominantes. Esta categoria concuerda con
estudios anteriores de perfil aromatico en Annona cherimolla Mill. (Idstein et al., 1984;
Ferreira et al., 2009; Bicas et al., 2011) y en otros estudios donde son estudiadas otras
especies del género Annona (Augusto et al., 2000; Reis et al., 2009; Pareek et al., 2011;
Lasekan et al., 2012).
Sin embargo, la chirimoya de Nerja (costa de Malaga), presenta un perfil terpénico. Si
bien cuantitativamente, pudiera ser que los compuestos ésteres fueran mayoritarios,
su también alta cantidad de terpenos (aunque menor que ésteres) contribuye
poderosamente en el perfil aromdatico de la fruta haciéndola mucho mas apetecible

sensorialmente que las otras chirimoyas.

De forma general las chirimoyas con predominio de compuestos ésteres en su
perfil de volatiles (chirimoyas de Almufiécar y Brasil) presentan, como aromas
primarios, dulce, frutal, resinoso y graso debidos a los grupos ésteres, aldehido-
cetonas y alcoholes. Dentro de la similitud del perfil, cabe destacar que la chirimoya de
Almunécar al tener mayor cantidad de compuestos voldtiles tenia un aroma mas

intenso que la de origen brasilefio.

Las chirimoyas con predominio de compuestos terpénicos en su perfil de
volatiles (chirimoya de Nerja) presentan, como aromas primarios, madera, dulce,

frutal, resinoso y citrico debidos a los grupos ésteres, terpenos y alcoholes.
De forma secundaria los grupos minoritarios como hidrocarburos y la aportacién de

compuestos de grupos mayoritarios pero con baja proporcién, se podrian encontrar en

un analisis sensorial, olores a trementina, especies vy flores.
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5.6. Evaluacion nutricional

El riesgo de que aparezcan deficiencias en la ingesta de nutrientes y situaciones
patoldgicas asociadas, depende de muchos factores diferentes, tales como la magnitud
de la ingesta, las prdcticas de produccién y procesamiento o condicidn fisioldgica y la
salud de la persona, entre otros (Barbera et al. 1992). Por lo tanto, la Organizacién de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAQO), insistio en la
produccién de informes de composicién de alimentos producidos y consumidos
localmente, con el fin de calcular mejor la ingesta de nutrientes (Garcia, 2006;
FAO/OMS, 2003). Como se ha indicado en apartados anteriores, las frutas tropicales
cultivadas en la costa de Granada-Malaga mostraron diferente contenido en minerales
(ver apartado 5.3) y en antioxidantes (ver apartado 5.4).

En funcién de su consumo habitual en la dieta espafiola, estas frutas tropicales
de la Costa Granada-Malaga, podrian proporcionar diferentes cantidades de estos

nutrientes.

Repercusidn nutricional de minerales
Es ampliamente reconocida, la importancia de hacer ingestas adecuadas de elementos
minerales esenciales para el mantenimiento de la condicién de salud (Hardisson,

2001a).

La contribucién de los espafioles a la ingesta de minerales con el consumo de frutas
tropicales se muestra en la Tabla 30.

La ingesta de minerales diaria se ha calculado teniendo en cuenta el consumo diario de
cada fruta tropical en Espafia en 2014 (Rivero, 2007; Ministerio de Agricultura,
Alimentacidon y Medio Ambiente, 2014) y también en funcién de la porcidn regular de
cada fruta (Carbajal y Sdnchez-Muniz, 2003). En este caso, también se calculé el aporte

a las ingestas diarias recomendadas (IDR) (McCarron, 2000; Navarro y Vaquero, 2003).
La IDR representan los conocimientos cientificos mds actuales sobre las necesidades

nutricionales de las poblaciones sanas. La seleccion para este estudio fueron las

recomendaciones para hombre y mujer adulta entre 18-50 afios.
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Tabla 30. Ingesta espafola diaria de minerales a partir del consumo de frutas tropicales nacionales e ingesta mineral por porcion de fruta fresca.

Ingesta diaria de minerales por consumo nacional Ingesta mineral por porcién
Fruta Ingesta diaria de fruta P Ca K Na Porcidn regular P Ca K Na
(g/habitante/dia) (mg) (mg) (mg) (mg) (g) (mg/%DRI)  (mg/%DRI)  (mg/%DRI)  (mg/%DRI)

Chirimoya 2,36 0,61 0,18 5,37 0,16 200 51,6/7,4 15,4/1,5 454,8/11,7 13,2/0,6
Aguacate 2,42 0,47 0,21 8,87 0,09 90 39,2/1,9 5,9/0,6 249,2/6,4 2,4/0,1
Kiwi 8,44 2,29 1,99 21,29 0,16 150 40,7/5,8 35,4/3,5 378,5/9,7 2,9/0,1
Mango 1,42 0,17 0,13 1,96 0,02 200 23,8/3,4 18,0/1,8 276,6/7,1 2,6/0,1
Papaya 1,12 0,11 0,22 3,18 0,08 200 20,0/2,9 38,4/3,8 568,4/14,6 14,4/0,6
Caqui 1,01 0,23 0,10 2,15 0,01 200 44,8/6,4 19,6/2,0 426,2/10,9 3,2/0,1
Carambola 0,26 0,11 0,02 1,41 0,01 120 13,8/2,0 2,4/0,2 169,6/4,3 1,3/0,1

N.D. No disponible IDRs para un adulto de la poblacion: P = 700 mg/dia; Ca = 1000 mg/dla; K = 3900 mg/dla; Na = 2300 mg/dia.
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El consumo de frutas tropicales es Espafia es bajo, va desde 0,4 a 0,9 kg/afio,
excepto en el caso del kiwi, cuyo consumo es muy superior (3,0 kg/afio). En
consecuencia, la contribucion diaria de frutas tropicales a la ingesta de minerales es
inferior a 1 mg/dia con la excepcion del K.

El kiwi es el fruto que contribuye en gran medida a la ingesta de minerales debido a su

mayor consumo de toda Espafia.

La contribucién a la dieta real personal, se calcula mejor utilizando la porcién
regular o normal de cada fruta. Dicha porcién va desde 68 hasta 200 g. Por lo tanto, la
ingesta de minerales con el consumo de una porcién de fruta tropical es mucho mayor
que la encontrada para el consumo medio espafiol. Con la excepcién de sodio (cuya
contribucién era muy baja), la ingesta de minerales por porcién oscilaban entre 2,4 mg
de Ca en carambola, hasta 568 mg de K para papaya.

De acuerdo con los resultados, la contribucion de las frutas tropicales para la
ingesta diaria de minerales necesarios para mantener el estado de salud de la
poblacién adulta era 02% y 2.0% de Ca y P, respectivamente, y despreciable para la
ingesta de Na (0,1%). Al contrario, el consumo de una porcidon de frutas tropicales
(especialmente caqui, chirimoya y papaya) es suficiente para abastecer a mds de un
10% de la IDR para el potasio. Esto es muy importante ya que las ultimas tendencias de
la nutricidn mineral recomienda una disminucidn de la ingesta de sodio y el aumento

de las cantidades de potasio (McCarron, 2000; Pérez y Chang, 2014).
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Repercusidn nutricional de antioxidantes y polifenoles

En los ultimos afios ha ido en aumento el interés por la gama de fitoquimicos
dietéticos, debido en particular a su posible accién protectora contra las enfermedades
cardiovasculares y determinados tipos de cancer. Comprenden los isotiocianatos, los
polifenoles, los flavonoides, las isoflavonas, los lignanos, las saponinas y el cumestrol

(AICR, 2015; Pennington, 2002).

La capacidad antioxidante de los compuestos bioactivos de los alimentos es
interesante tanto desde el punto de vista de la tecnologia de los alimentos como de la
nutricion. Los polifenoles influyen en multiples propiedades sensoriales de los
alimentos , tales como el sabor y el color, y contribuyen al aroma y el sabor de
numerosos productos alimenticios de origen vegetal por lo cual desde hace algin

tiempo estan adquiriendo gran relevancia en la industria alimentaria (Lule et al., 2005).

Conociendo en nuestras muestras, la capacidad antioxidantes (ver apartado 5.4.2.) y la
cantidad de polifenoles totales, (ver apartado 5.4.1), podemos evaluar la ingesta de
compuestos con actividad antioxidante y la cantidad de polifenoles que nos aportaria

cada porcidn de estas frutas.

La ingesta de capacidad antioxidante y polifenoles diaria se ha calculado teniendo en
cuenta el consumo diario de cada fruta tropical en Espafia en 2014 (Mercasa, 2014;
Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente, 2,014) y también en
funcién de la porcion regular de cada fruta (Carbajal y Sdnchez-Muniz, 2003).

La contribucién de la capacidad antioxidante fue referida como mmoles Trolox/ dia 'y
en el caso de la ingesta de antioxidantes por porcién comestible, los resultados se
expresaron como mmoles Trolox/ porcidén. En el caso de polifenoles totales la
contribucién diaria se expresé como mg GA/ dia y en caso de ingesta de polifenoles

por porcidn comestible se expresaron los resultados en mg GA/ porcion.

En este caso el cdlculo del aporte a las ingestas diarias recomendadas (IDR) no ha sido
posible, ya que no existen datos de referencia. Se realizd un cdlculo del aporte

teniendo en cuenta el dato de la capacidad antioxidante total de la dieta espafiola
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Tabla 31. Ingesta espafiola diaria de capacidad antioxidante y polifenoles a partir del consumo de frutas tropicales nacionales e ingesta por porcion de fruta fresca.

Ingesta diaria de capacidad antioxidante y polifenoles por consumo

Ingesta de capacidad antioxidante y polifenoles por porcion

nacional
Ingesta diaria de
fruta ABTS DPPH FRAP Folin- Porcion ABTS DPPH FRAP

(g mmoles mmoles mmoles Ciocateau comestible (mmoles (mmoles (mmoles Folin-Ciocateau
Fruta habitante/dia) TROLOX  TROLOX  TROLOX mg GA (8) TROLOX/%") TROLOX/%") TROLOX/%") (mg GA/%")
Chirimoya 2,36 61,242 9,1804 34,3144 88,372206 120 4,41E+03/ 124,1 1,10E+03/ 31,1 4,12E+03/ 116,1 1,06E+04/315,6
Aguacate 2,42 5,203 11,1804 10,285 1,61293 90 4,68E+02/13.2 1,01E+03/ 28,3 9,26E+02/ 26,1 1,45E+02/ 4,81
Kiwi 8,44 43,5504 71,5712 43,2128 16,723354 130,5 5,68E+03/160,1 9,34E+03/263,2 5,64E+03/158,9 2,18E+03/72,36
Mango 1,42 9,0454 0,9514 10,2382 3,4101158 120 1,09E+03/ 30,6 1,14E+02/ 3,21 1,23E+03/ 34,6 4,09E+02/13,5
Papaya 1,12 5,7568 15,8592 7,504 1,8536896 174 1,00E+03/ 28,2 2,76E+03/ 77,7 1,31E+03/ 36,8 3,23E+02/ 10,7
Caqui 1,01 41,309 230,9971 35,3197 101,74407 174 7,19E+03/202,5 4,02E+04/1132,5 6,15E+03/173,1 1,77E+04/586,9
Carambola 0,26 2,6728 3,5906 2,0228 2,8705872 108 2,89E+02/ 8,1 3,88E+02/10,9 2,18E+02/6,1 3,10E+02/ 10,3

! Se calcula el % de la ingesta, teniendo en cuenta la capacidad antioxidante total de la dieta espafiola: 3,549 mmol Trolox / dia (Saura-Calixto y Gofii, 2007).
% Se calcula el % de la ingesta diaria de polifenoles/persona/dia, teniendo el cuenta el dato de: 2590-3016 mg polifenoles/persona/dia (Pérez-Jiménez et al., 2006),
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aportado por Saura-Calixto y Goiii (2007) y en el caso de los polifenoles utilizamos el
dato de ingesta diaria de polifenoles por persona y dia aportado por Pérez-Jiménez et

al. (2006).

La contribucidn de los espafioles a la ingesta de capacidad antioxidante y polifenoles
con el consumo de frutas tropicales se muestra en la Tabla 31.

Como se comento anteriormente el consumo de frutas tropicales en Espafia es bajo, va
desde 0,4 a 0,9 kg/afio, excepto en el caso del kiwi, cuyo consumo es muy superior (3,0
kg/afio). Con la ingesta diaria de kiwi se cubre mas del 100% de la capacidad
antioxidante total y el 72% de la ingesta de polifenoles calculado para un dia en la
dieta espafiola (Pérez-Jiménez et al., 2006), con lo cual al igual que en minerales el kiwi
contribuye en gran medida a la ingesta de capacidad antioxidante debido a su mayor

consumo de toda Espana.

La contribucidn a la dieta real personal, se calcula mejor utilizando la porcidn
comestible de cada fruta. Dicha porcidn va desde 90 del aguacate hasta 130 del kiwi. El
consumo de una porcidn comestible de aguacate aporta el 25% de capacidad
antioxidante y el 5% de polifenoles en la dieta espafiola. El caqui destaca con la mayor
contribucién diaria con valores de 202% en capacidad antioxidante y del mas de 5
veces el 100%, en polifenoles. La chirimoya también supera el 100% de la contribucion
diaria en capacidad antioxidante y 3 veces el 100% de la contribucion en polifenoles.

La carambola es la fruta que menor contribucion manifiesta, 8% para la capacidad

antioxidante total y 10% para la cantidad de polifenoles en la dieta espanola.

Con el fin de aumentar la ingesta de capacidad antioxidante y polifenoles, un mayor
consumo de las frutas tropicales producidas en la costa de Granada-Madlaga podrian
ser utilizada en el asesoramiento nutricional para tal fin.

La presencia de otros nutrientes en estos alimentos (especialmente grasas y azucares
con sus posibles consecuencias para la salud) deben ser tomados en cuenta; también
es importante considerar la cantidad de polifenoles que realmente serian

biodisponibles (Srinivasan, 2001).
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en la presente Memoria de Tesis Doctoral, permiten inferir

las siguientes conclusiones:

1. Todas las frutas tropicales cultivadas en la zona subtropical de Granada-Malaga
cumplieron con los parametros estandar para considerarlas de primera categoria, y
ofrecer asi una mejora de las posibilidades para la exportacién de frutas frescas de

alta calidad, sobre todo debido a la proximidad a otros paises europeos.

2. El aguacate destaca como la fruta con mayor cantidad de polifenoles totales.
Carambola, chirimoya y caqui son también muy ricas en estos compuestos
bioactivos. Los altos niveles de acido oxalico y otros acidos orgdnicos contribuyen

al buen estado de calidad y caracteristicas organolépticas de estas frutas locales.

3. El contenido mineral de los frutos que crecen en esta area local es
nutricionalmente aceptable, contribuyendo a las ingestas correspondientes de los
elementos minerales esenciales. El bajo contenido de sodio de estos frutos,
vinculado con el alto contenido de potasio los hacen alimentos utiles para el
mantenimiento de la condicién de salud, especialmente para la prevencién de la
hipertension y las enfermedades cardiovasculares. Destacar el kiwi, papayay caqui

como las frutas mas ricas en calcio.

4. De los 14 polifenoles individuales estudiados, la carambola fue la fruta donde
mayor cantidad de todos ellos se obtuvo con nuestra técnica de extraccioén liquido-
liquido y analisis mediante UPLC/TOF. Chirimoya y kiwi fueron las mas ricas en
polifenoles no-flavonoides y la papaya en los flavonoides estudiados. El acido
galico, dentro de los 14 polifenoles estudiados, ha sido el que se ha cuantificado

en todas las frutas y presentd cantidades mas altas.

5. En todos los métodos utilizados para evaluar la capacidad antioxidante, el caqui
sobresalio considerablemente por encima de las frutas, pero sin ello menospreciar
la alta capacidad antioxidante, y por tanto a la potencial actividad beneficiosa, de

las demas frutas tropicales locales.
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6. En el estudio de compuesto volatiles se detectaron e identificaron 172 compuestos
en las chirimoyas de la Costa Tropical, 25 compuestos mds que en chirimoyas no
acogidas a la Denominacidon de Origen Fino de Jete. La mayor parte de los
compuestos pertenecieron al grupo de ésteres y sesquiterpenoides, los cuales
podrian relacionarse con descriptores sensoriales positivos para la aceptacién o

preferencia del consumidor por estas frutas.

7. Nuestros estudios aportan datos locales a tablas de composiciéon nutricional en
referencia a azucares solubles, composicién mineral, polifenoles flavonoideos y no-
flavonoideos y acidos organicos. También aportan datos de ingesta de polifenoles
totales y capacidad antioxidante que supone el consumo de una porcién
comestible de estas frutas en relacion a la ingesta diaria espafiola, observando que
con el consumo de una porcién de chirimoya, caqui o kiwi supera el 100% de la

ingesta diaria para un adulto sano.
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Conclusiones

The results obtained in this Repert-Doctoral Thesis, allow us to infer the following

conclusions:

1. All the tropical fruits grown in this subtropical area Granada-Malaga met the
standard parameters to be considered top-notch, which could improve the

possibilities for the export of such fresh fruits to other near European countries.

2. Avocado was the fruit with larger amount of polyphenols. Carambola, anonna and
persimmon were also rich in these bioactive components. High levels of oxalic acid
and other organic acids contribute to good quality and good organoleptic

characteristics of these fruits.

3. The mineral content of the fruits grown in this local area is nutritionally acceptable,
contributing to the corresponding intakes of the essential mineral elements. The
low sodium content of these fruits, linked to the high potassium content make them
useful foods for maintaining the health status, especially for the prevention of
hypertension and cardiovascular disease. It is also noteworthy to mention that kiwi,

papaya and persimmon were the fruits with the highest content in calcium.

4. Taking into account the 14 individual polyphenols studied, carambola was the fruit
which showed all of them. These phenols were identified by means of our liquid-
liquid extraction technique and analysis by UHLC/TOF. Anonna and kiwi were the
richest fruits in the non-flavonoid polyphenols studied while was papaya in
flavonoid ones. Gallic acid, among the studied polyphenols, was analyzed and

quantified in all fruits.

5. In all the methods used to evaluate the antioxidant capacity, persimmon stood
considerably above the rest of the fruits. However, the high antioxidant capacity
and the potential health benefit of the others local tropical fruits should not be

underestimated.
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6. In the study of volatile compounds, 172 compounds were detected and identified in
the Anonna from Costa Tropical, being 25 more compounds than those identified in
the Anonna from Brazil. The majority of these compounds belong to ester group
and sesquiterpenoid group, which might relate to positive sensory descriptors of

consumer preference for these fruits.

7. The tables of local nutritional composition can be completed with our data;
referring to soluble sugars, mineral composition, flavonoid polyphenols, non-
flavonoid polyphenols and organic acids. In addition, the data of intake of total
polyphenols and antioxidant capacity derived from the consumption of the edible
portion of these fruits is also included. Thus, the consumption of a portion of
custard apple, persimmon or kiwi exceeds 100% the daily intake of antioxidant

capacity of a Spanish adult.
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ANEXO I. Tabla de las distintas muestras incluidas en el estudio.

Anexos

Nombre Nombre Lugar de Origen Variedad Identificacion Foto ejemplo

comun cientifico compra de la fruta muestra fruta

AGUACATE Persea americana Costa Tropical Malaga Velez-Mdalaga Bacon AGTL6 (Ay B)

Mil.
Nerja Bacon AGTL7 (Ay B)
Torrox Bacon AGTL15 (Ay B) I i
|

Nerja Hass AGTR7 (Ay B) .
Nerja Hass AGTR8 (AyB)
Nerja Hass AGTR11,12,13,14 | | I |
Valle-Niza Hass AGTR16 (Ay B) '
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CAQUI

266

Diospyros kaki L.

Costa Tropical Granada

MALAGA

GRANADA

Nerja

Nerja

Veléz Madlaga
Nerja
Torrox
Valle-Niza

Almufiécar

Almufiécar

Almufiécar
Almufiécar
Costa Malaga

Costa Malaga

Valencia

Hass

Bacon
Bacon
Bacon
Hass
Hass

Bacon

Hass

Hass
Hass
Tomatero

Tomatero

Rojo Brillante

AGTR17 (Ay B)

AGTL1 (Ay B)
AGTL4 (Ay B)
AGTL8 (Ay B)
AGTR9 (Ay B)
AGTR10 (Ay B)
AGTL19 (Ay B)

“]

-3

AGTR18 (Ay B)

AGTR3 (AyB)
AGTR5 (Avy B)
CAQl (Ay B)

CAQ4 (Ay B)

¥

CAQ2 (AyB) ' 1
»o|

A



CARAMBOLA

CHIRIMOYA

Averrhoa carambola MALAGA

GRANADA

Annona cherimolla  MALAGA
Mill.

GRANADA

Almufiécar

Costa Madlaga

Colombia

Malasia

Colombia

Nerja

Nerja

Almufiécar

Sharoni

No especificada

Fino de Jete

Fino de Jete

Fino de Jete

CAQ3 (AyB)

CRB4 (Avy B)

CRB1 (Ay B)

CRB2 (Ay B)

CRB3 (Ay B)

CHM6 (Ay B)

CHM1 (Ay B)

CHMS5 (A B)

Anexos
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KIWI

268

Actinidia chinensis MALAGA

(C. F. Liang y A. R.

Ferguson)

GRANADA

Motril

Almufiécar

Almufiécar

Salobrefia
Almufiécar
Almufiécar

Nacional

Nerja

Nacional

Italia

Chile

Fino de Jete

Fino de Jete

Fino de Jete

Hayward

Hayward

Hayward

Hayward

Hayward

CHMS (Ay B)

CHM7 (Ay B)

CHM10 (Ay B)

CHM3 (Ay B)
CHM4(A y B)
CHMO (Ay B)
KIW2 (Ay B)

KIW1 (Ay B)

KIWS (Ay B)

KIWG (Ay B)

KIW4 (Ay B)




MANGO

Mangifera indica L.

MALAGA

Nacional

Nerja

Alpujarra

Valle-Niza

Nerja

Nerja

Nerja

Ecuador

Hayward

Osteen

Osteen

Osteen

Osteen

Osteen

Osteen

Osteen
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KIW3 (A B)
MNG3 (Ay B)

MNG4 (A B)

MNG7 (Ay B)

MNGS (Ay B)

MNG9 (A B)

MNG10 (Ay B)

MNG2

269



Anexos

PAPAYA

270

Carica papaya

GRANADA

GRANADA

Almufiécar

Internacional

Almufiécar

Almufiécar

Almufiécar

Almufiécar

Nacional

Osteen

Osteen

Osteen

Osteen

Osteen

Osteen

Sunrise

o -

MNG6

MNG11 (Ay B)
MNG12 (Ay B)
MNG13 (Ay B)

MNG14 (Ay B)

PPY2 (Ay B)




Nacional

Nacional

Brasil

Brasil

Brasil

Formosa

Sunrise

Sunrise

Formosa

Sunrise

PPY3

PPY4

PPY5 (Ay B)

PPY7

PPY6
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ANEXO IlI. Tabla de polifenoles individuales cuantificados en frutas cultivadas en la Costa Granada-Malaga (mg/ 100g de fruta fresca).

Carambola Chirimoya Kiwi Mango Papaya Pitaya Paraguaya
POLIFENOLES
FORMULA [ M-H ] o t+ 1 (Averrhoa (Annona cherimolla (Actinidia (Mangifera Cari L (Stenocereus (Prunus persica
- = . . . . . ! E Q E ) .
No-Flavonoideos [ (0” ) carambola) Mill.) chinensis) indica L) al(;lceijiaa+ aD Sa queretaroensis) var. platycarpa)
Media + DS Media + DS Media + DS Media + DS - Media + DS Media + DS
Acidos
hicroxicinamicos
< . . 1,37E-01 + 1,23E-01 + 1,58E-02 +
+ - i = = i
Acido Cafeico CoHgO,  179,0344 2,81 +0,052 0,011 1,98E-01 + 0,011 0,010 0,001 8,53E-03 + 0,001
P 2,84E-01 + 1,20E-01 +
Acido Ferulico CioH1004 193,0501 3,88 £0,029 B4E-01 £ 2,40E-01 + 0,015 5,48E-02 + 120801 &
0,022 0,007
0,002
Acido Sinapico C;1H4,05  223,0606 3,86 +0,023 3’4(?5;)022 z 3,98E-02 + 0,001
. 4,00E-01 + 2,42E-02 +
- + - - -
p-cumarico CoHgO5 163,0395 3,55+0,029 0,020 3,54E-01 + 0,031 0,002
Acido Clorogénico CiH1309 354,9312 2,43+0,014 4’8045;)012 z
Acidos
hidroxibenzoicos
P 1,48E+00 + 7,99E+00 + 4,86E-01 + 5,46E-01 + 5,64E+00 +
Aci ali 1 137 4,28+0,114 ! - 7,35E-01 + 0,044 ! - ! - 41E-01 + ’ - ! -
cido Galico C;HgOs 69,013 ,28 £ 0, 0,230 ,35E-01 +0,0 0,585 0,047 3, 01 + 0,008 0,025 0,398
- " 1,68E-01 + 1,21E-01 +
+ + +
Acido Vanilico CgHgO,4 167,0344 2,90+0,041 0,002 0,002
1,50E-01 +
P 7,43E-01 + 1,48E-01 + ’ =
ido Elagi +0,22 ! - ! - 241
Acido Elagico C14HgOg 300,999 4,07 £0,228 0,067 0,001 0,24
Acido p- 8,17E-01 + 3,76E-01 + 7,55E-03 +
+ -_ -_— —_
Hidroxibenzoico GHeOs  137,0239  2,47£0,028 0,090 0,009 0,003
Acido 1,92E-01 +
1 1 1 + 2 ! -
Protocatequico Ci3H160s  315,0716 89£0,07 0,010
Pirogaliol CsHeO3 433.0211 1,45%0,134 2’90436022 :
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Ac. 3,5 dimetoxi

3,61E-01 + 8,80E-02 + 1,49E-01 +
+ - _— —_
benzoico CiH10s  154,9411  5,49£0,449 0,034 0,001 0,004
Flavonoideos
Flavonoles
. 1,30E-02 + 3,22E-03 + 1,86E-03 + 2,86E-03 + 4,94E-03 +
" + + + . + +
Quercetina CisH10O; 301,0348 5,55+0,423 0,001 0,000 0,001 1,45E-02 + 0,0012 0,001 0,008
Flavanona
Naringenina 3,75E-03 + 2,01E-03 + 4,20E-03 +
+ - - - =
CysH,05  581,3312 6,18 0,053 0,002 2,06E-03 + 0,018 0,002 0,012
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ANEXO Ill. Tabla de compuestos volatiles en Annona cherimolla Mill.

ALMUNECAR NERJA BRASIL

(Granada) (Malaga)
R.T. (s) Nombre Férmula Area media Desvest Areamedia Desvest Areamedia Desvest Rlcalc. Rllit. Referencias

Aldehidos y cetonas

70, 0.350 Acetaldehido C,H,0 7,49E+04 1,31E+04 1,25E+05 9,33E+03 8,75E+04 2,25E+04 558.92 500 Qian M. Flavour Fragr.J 2003
75,0.420 2-Propenal C3H,0 1,20E+03 2,21E+02 8,48E+02 3,52E+01 1,25E+03 1,07E+02 567.37 480 Isidorov, Purzynska et al, 2006
75,0.380 Propanal C3HgO 8,29E+02 4,31E+01 567.30 517 Venkateshwarlu G J. Agric. Food Chem, 2004
75,0.390 Acetona C3HgO 5,68E+04 1,74E+04 8,98E+04 3,45E+04 1,55E+04 3,52E+03 567.32 545 Venkateshwarlu G J. Agric. Food Chem, 2004
145,1.910 3-Hydroxy-2-butanona C4HgO, 4,22E+03 3,12E+02 1,72E+05 3,76E+04 3,22E+04 7,40E+03 686.52 711 Jordan MIJJ. Agric Food Chem, 2002
215,0.710 Hexanal CsH1,0 3,96E+03 1,18E+03 6,07E+03 2,05E+03 4,12E+03 1,27E+03 800.51 800 Juliani Zygadlo, et al 2004
285,1.040 2-Hexenal CsH100 2,40E+03 4,69E+02 7,75E+03 3,88E+03 8,66E+02 3,76E+02 850.74 856 EngelE.J. Agric Food Chem., 2002
355,0.820 Heptanal C;H4,0 2,49E+03 3,62E+02 1,98E+03 7,33E+02 2,39E+03 9,09E+02 900.44 900 Quian M. Flavour Fragr.J 2003
460, 2.840 Benzaldehido C,;HsO 4,38E+03 9,20E+02 3,36E+03 6,60E+02 6,26E+02 4,34E+01 958.29 958 Benkaci-Ali, Baaliouamer, et al, 2007
515,0.820 3-Octanona CgH160 1,04E+03 3,43E+02 1,07E+03 4,31E+02 7,07E+02 2,94E+01 986.93 986 Adams RP, 1995
515,1.110 6-Metil-5-hepten-2-ona CgH140 1,92E+04 2,96E+03 2,29E+04 1,13E+04 8,10E+03 1,05E+03 987.09 987 Lucero, Estell, et al., 2003
545,0.880 Octanal CgH160 1,51E+04 6,14E+03 2,53E+03 7,58E+02 1003.0 1004 Hognadottir A.J. Chromatogr. A, 2003
625,3.150 Benzeneacetaldehido CgHgO 1,48E+05 1,92E+04 7,60E+03 1,73E+03 vt 1044.1 1044 Lucero, Estell, et al., 2003
730,0.930 2-Nonanona CoH150 4,66E+04 6,48E+03 8,37E+04 6,23E+03 1,69E+04 8,14E+03 1095.5 1096 Rychlik M Dt Forschungs anst. Techn. Uni Munchen, 1998
750,0.910 Nonanal CgH150 6,34E+04 1,43E+04 3,36E+04 1,40E+04 1,45E+04 5,74E+03 1105.1 1104 Qian M. Flavour Fragr.J 2003
1165, 0.920 Undecanal C41H,,0 2,41E+03 7,84E+02 2,73E+03 1,13E+03 1,21E+03 9,91E+01 1304 1310 Solina, Baumgartner, et al., 2005

TOTAL  4,47E+05 8,43E+04 5,58E+05 1,24E+05 1,88E+05 5,19E+04
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ALMUNECAR NERJA BRASIL
(Granada) (Malaga)
Férmul Area Area Area RI RI
R.T. (s) Nombre a media Desvest media Desvest media Desvest calc. lit. Referencias
Hidrocarburos
1,98E+0 2,44E+0 3,04E+0
135, 0.470 Benceno C6H6 1,28E+03 2 2,41E+03 2 1,44E+03 2 667.45 667  Ciaznska-Halarewicz and Kowalska, 2003
1,07E+0 2,20E+0 2,63E+0
180, 0.630 Tolueno C7H8 4,49E+04 3 7,60E+04 4 1,79E+04 3 742.72 746  Ramarathnam, Rubin, et al, 1993
2,92E+0 1,19E+0 6,16E+0
240,0.380 2,4-DiMetil-heptano C9H20  9,07E+02 2 1,18E+03 2 6,66E+02 1 818.13 822  Xu X Atmos, Chem Phys, 2003
2,07E+0 1,60E+0 1,25E+0
290, 0.720 Etilbenzeno C8H10  1,04E+04 3 3,98E+03 3 4,65E+03 3 854.09 858  Engel E. J. Agric Food Chem., 2002
1,63E+0 9,49E+0 8,62E+0
305, 0.750 1,3-DiMetil-benzeno C8H10 6,43E+04 4 2,30E+04 3 4,63E+04 3 864.82 866 Engel E. J. Agric Food Chem., 2002
7,30E+0 3,44E+0 1,31E+0
335,1.120 Estireno C8H8 3,68E+04 3 2,56E+04 3 3,25E+03 3 886.51 890 Pino JA. J. Agric. Food Chem, 2005
2,68E+0 8,31E+0 1,20E+0
355,0.400 Nonano C9H20 1,13E+03 2 2,69E+03 2 5,41E+03 3 900.22 900 Engel E. J. Agric Food Chem., 2002
1,31E+0 1,91E+0 1,05E+0 950,
445,0.780 Propil-benceno C9H12  6,13E+02 2 4,39E+02 2 2,92E+02 1 949.07 5 Song, Lai, et al., 2003
1,09E+0 8,67E+0 1,09E+0
460,0.810 1-Etil-2-Metil-benceno C9H12  4,32E+03 3 2,76E+03 2 2,05E+03 2 976.15 975  Vichi, Pizzale, et al., 2005
1,40E+0 7,54E+0 1,34E+0 997,
520,0.900 1,2,3-TriMetil-benceno C9H12  6,38E+03 3 3,45E+03 2 4,64E+03 3 989.68 5 Leffingwell and Alford, 2005
7,90E+0 1,40E+0 6,43E+0
690, 0.890 2-Etil-1,4-diMetil-benceno C10H14 4,29E+02 1 3,01E+02 2 6,01E+01 0 1075.4 1077 Vichi, Pizzale, et al., 2005
1-Metil-4-(1-Metilethenyl)- 3,91E+40 2,41E+0 1,02E+0
715,1.130 benceno C10H12 2,66E+03 2 8,04E+03 3 5,80E+02 2 1088.1 1088 Rychlik M. Dt. Forschungsanst. Techn. Uni. MUnchen, 1998
9,56E+0 9,94E+0 6,28E+0
745,0.450 Tetradecano C14H30 6,17E+03 2 2,42E+04 3 3,07E+03 2 1102.5 1116 Choi H-SJ. Agric. Food Chem., 2003
1190, 2,49E+0 9,92E+0 5,41E+0 Hayes. PC. J. Hi. Res. Chromatogr. & Chromtogr. Comm.,
0.460 Isohexadecano C16H34 8,04E+03 3 5,60E+03 2 4,90E+03 2 1318.7 1331 1985
1595, 1,06E+0 2,33E+0 1,51E+0
0.460 Hexadecano C16H34 1,27E+03 2 9,33E+02 2 1,07E+04 3 1540.3 1600 Adams RP, 1995
1810, 5,95E+0 6,34E+0 8,44E+0
0.420 Eicosano C20H42 6,65E+04 3 3,40E+04 2 4,40E+03 2 1709.9 1778 Hill, Isaacs, et al., 1999
4,01E+0 5,38E+0 2,05E+0
TOTAL 2,56E+05 4 2,14E+05 4 1,10E+05 4
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ALMUNECAR NERJA BRASIL
(Granada) (Malaga)
R.T. (s) Nombre Férmula Areamedia Desvest Areamedia Desvest Areamedia Desvest Rlcalc. Rllit. Referencias
Alcoholes
85,0.710 1-Propanol C3H80 1,58E+03 5,09E+02 2,40E+03 3,53E+02 4,53E+02 8,31E+01 584.52 558 Leffingwell JC. J. Environ. Agric. Food Chem., 2005
100, 0.820 2-Metil-1-propanol C4H100 2,59E+03 2,18E+02 1,90E+04 2,30E+03 3,26E+03 7,95E+02 609.70 647  Rychlik M. Dt. Forschungsanst. Techn. Uni. MUnchen, 1998
115, 1.010 1-Butanol C4H100 4,16E+04 1,70E+03 5,22E+04 1,35E+04 4,02E+03 2,40E+02 635.02 653 Jordan MJ. J. Agric Food. Chem, 2002
125, 1.060 1-Penten-3-ol C5H100 4,57E+03 1,35E+03 1,40E+04 3,62E+03 1,86E+04 4,03E+03 651.77 673 PinoJA.J. Agric. Food. Chem, 2005
160, 1.240 Iso amyl alcohol C5H120 5,20E+04 2,37E+04 2,87E+05 5,18E+04 2,25E+05 8,21E+04 710.40 735 El-Sayed AM J. Agric. Food Chem, 2005
185, 1.460 1-Pentanol C5H120 3,60E+03 3,25E+02 4,92E+03 1,08E+03 2,72E+03 2,96E+02 752.43 766 DreherJG.J. Agric. Food Chem, 2003
195,2.070 3-Metil-2-buten-1-ol C5H100 4,03E+03 2,87E+02 1,14E+04 4,51E+03 1,21E+04 1,65E+03 770.12 778 AdamsRP, 1995
260, 2.380 3-Pentanol C5H120 6,52E+02 1,12E+02 9,42E+02 2,15E+02 3,20E+01 1,84E+00 833.84 710 Pino Mesa, et at, 2005
295,2.220 3-Hexen-1-ol C6H120 6,38E+03 1,08E+03 1,52E+04 6,95E+03 2,25E+04 7,75E+03 858.73 851 Adams RP, 1995
310, 1.830 1-Hexanol C6H140 2,48E+05  1,93E+04 1,41E+05  6,18E+04 3,43E+04  2,96E+03 869.16 869 RutherJJ.Chromatogr. A 2000
310, 2.420 2-Hexen-1-ol C6H120 4,09E+03 6,81E+02 6,73E+03 6,21E+03 3,69E+03 6,78E+02 869.59 862 Jordan MJ. J. Agric. Food Chem. 2002
505, 1.800 1-Octen-3-ol C8H160 2,07E+03  6,48E+02 1,09E+03  4,24E+02 2,05E+03  4,59E+02 982.05 981 Rychlik M. Dt. Forschungsanst. Techn. Uni. MUnchen, 1998
605, 1.700 2-Etil-1-hexanol C8H180 3,62E+03 1,21E+03 1,84E+03 5,39E+02 9,78E+02 2,91E+02 1033.3 1037 Hierro E. Food Chem., 2004
750, 1.390 2-Nonanol C9H200 5,21E+02 2,03E+02 1,78E+03 2,16E+02 2,33E+02 2,42E+01 1105.3 1114 El-Sayed AM J.Agricl Food Chem, 2005

TOTAL  3,75E+05 5,14E+04 5,60E+05 1,54E+05 3,30E+05 1,01E+05
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ALMUNECAR NERJA BRASIL

(Granada) (Malaga)
R.T. (s) Nombre Férmula Areamedia Desvest Areamedia Desvest Areamedia Desvest Rlcalc. RIlit. Referencias

Esteres

80,0.410 Metil acetato C3HgO, 1,47E+05 1,58E+04 2,35E+05 2,29E+04 1,18E+05 3,58E+04 575.68 515 Leffingwell JC. J. Environ. Agric. Food. Chem, 2005
95,0.430 Etil acetato C4Hg0, 5,82E+05 3,78E+04 6,69E+03 1,06E+02 600.72 608 El-Sayed AM J.Agricl Food Chem, 2005
100, 0.480 Metil propanoato C4Hg0, 2,58E+05 2,72E+04 1,99E+05 3,86E+04 1,94E+04 5,38E+03 609.13 604 Jordan MJ. J. Agric. Food Chem. 2002
100, 0.600 Dimetil carbonato C3HgO3 3,83E+04 1,25E+04 9,15E+03 2,95E+03 2,73E+03 7,64E+02 609.33
140, 0.510 Etil propanoato CsH100, 1,30E+04 1,73E+03 1,04E+05 2,72E+04 8,11E+03 3,16E+03 675.85 709 Quian M. Flavour Fragr.J 2003
140, 0.530 n-Propil acetato CsH100, 2,58E+03 9,42E+01 8,10E+03 2,71E+03 675.88 712 Pino JA.J. Agric. Food. Chem, 2005
140, 0.580 Metil 2-Metilpropenoato CsHgO, 7,09E+02 2,77E+02 2,03E+02 675.97 710,4 Xu, van Stee, et al., 2003
140, 0.690 Methil 3-butenoato CsHgO, 9,17E+02 3,68E+02 1,07E+03 3,51E+02 676.15
150, 0.620 Metil isobutirato CsH;00, 6,14E+03 9,98E+02 4,72E+03 1,20E+03 7,29E+02 1,38E+02 692.70 690 Beaulieu and Grimm., 2001
150, 0.640 Metil butanoato CsH100, 2,54E+06 1,04E+05 9,95E+05 4,46E+05 1,62E+05 4,68E+04 692.73 710 Wu, Zorn, et al., 2007
180, 0.800 Metil crotonato CsHg0, 2,41E+05 3,81E+04 1,68E+05 7,06E+04 3,01E+03 7,13E+02 743.00 756 Pino, Mesa et. al., 2005
190, 0.590 Metil 3-Metilbutanoato CgH 1,0, 3,04E+05 9,04E+04 5,98E+04 1,90E+04 1,68E+04 5,02E+03 759.32 765 Hazzit, Baaliouamer, et al, 2006
210, 0.540 Metil 2-Metilbutanoato CgH 1,0, 3,37E+03 1,49E+02 9,70E+03 3,10E+03 1,26E+03 5,10E+01 792.57 786 Duckham, Dodson, et al., 2001
215, 0.620 Etil butanoato CgH1,0, 5,19E+05 7,29E+03 1,14E+06 4,43E+05 6,11E+04 4,00E+03 800.44 893 Zhao, Li, et al., 2008
225,0.600 Propil propanoato CgH1,0; 2,02E+03 1,17E+02 1,26E+03 3,15E+02 vt 807.57 809 BeaulieuJC.J. Agric. Food Chem., 2001
235, 0.660 Butil acetato CsH1,0, 3,82E+05 1,10E+05 2,52E+05 4,06E+04 8,22E+03 2,40E+02 814.76 815 Fuhrmann E. Nahrung., 2002
245,0.670 Metil pentanoato CsH1,0, 1,59E+04 1,31E+03 4,06E+03 2,32E+02 1,03E+02 2,39E+01 821.91 821 Beaulieu JC. J. Agric. Food Chem., 2001
270,0.850 Etil crotonato CsH100, 8,20E+03 2,80E+03 2,73E+05 5,84E+04 498E+03 4,24E+02 839.89 835 Pino, Mesa et. al., 2005
270,0.870 Metil 3-Metil-2-butenoato CeH100; 1,23E+03 1,06E+02 839.91 842 Figueredo.,Cabassu, et al., 2006
280, 0.580 Etil 2-Metil-butanoato C;H140, 6,95E+03 2,42E+02 7,94E+04 3,28E+04 4,54E+02 1,34E+01 846.84 846 Valim MF. J. Agric. Food Chem., 2003
280, 0.620 2-Pentanol acetato C;H1,0, 2,95E+03 2,98E+02 vt 846.87 843,3 Tretyakov., 2008
285, 0.610 Etil 3-Metil-butanoato C;H40, 1,71E+04 2,69E+03 1,73E+05 1,35E+03 1,30E+04 2,93E+03 850.44 849 Quian M. Flavour Fragr. J 2003
295,3.730 Metil 3-hydroxybutanoato CsH1003 3,14E+04 1,18E+04 8,66E+03 4,22E+03 vt 859.81 858 PinoJA.J. Agric. Food. Chem, 2005
305, 0.610 Isobutil propionato C;H1,0, 8,29E+03 2,40E+03 1,52E+04 1,21E+03 2,92E+02 2,00E+01 864.72 863 Beaulieu JC. J. Agric. Food Chem., 2001
305,0.900 Metil 2-Metil-2-butenoato CgH100; 2,32E+03 5,37E+02 4,02E+03 1,39E+03 864.93 868 Isidorov and Jdanova., 2002
320, 0.690 3-Metilbutil acetato C;H1,0, 8,55E+04 2,95E+04 4,30E+05 1,52E+05 3,62E+05 9,23E+04 875.49 876 Quijano, Salamanca, et al. 2007
320, 1.950 Metil 3-hidroxi-3-Metilbutanoato CgH1,03 1,79E+04 6,19E+03 1,37E+03 2,88E+02 3,79E+03 3,81E+02 876.39 871 Boulanger and Crouzet, 2001
330, 0.870 3-Buten-1-ol, 3-Metil-, acetato C,;H;,0, 2,04E+03 6,94E+02 1,37E+03 4,21E+03 6,57E+03 2,61E+03 882.76 883,3 Tret'yakov, 2008
350, 0.800 Butil 2-propenoato C;H;,0, 1,06E+03 3,48E+02 3,54E+02 897.00 902 Wanakhachornkrai and Lertsiri, 2003
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355,0.660 Propil butanoato C;H440, 3,54E+05 7,18E+04 4,16E+05 2,67E+04 5,00E+03 1,12E+03 900.36 900 Janzanntti, Franco, et al, 2000
370,0.690 Butil propanoato C;H140, 2,27E+05 7,66E+04 2,73E+05 2,81E+03 1,51E+03 1,35E+02 908.48 908 Isidorov, Zenkevich, et al, 2001
375,0.940 Metil 5-hexenoato C;H4,0, 6,06E+03 2,58E+03 1,03E+03 911.32

380,0.580 2-MetilPropil isobutirato CgH160, 8,70E+02 3,40E+02 1,20E+03 3,04E+02 913.83 913 Larsen and Frisvad, 1995

380, 0.750 Pentil acetato C;H440, 9,62E+03 9,21E+02 1,95E+04 7,01E+03 6,05E+02 3,68E+01 913.92 915 Adams RP, 1995

380,0.910 2-Penten-1-ol acetato C;H4,0, 1,29E+01 1,11E+00 2,07E+03 6,03E+02 1,31E+03 1,91E+02 914.01 908,7 Tret'yakov, 2008

395,0.990 2-Buten-1-ol, 3-Metil-, acetato C;H4,0, 1,01E+04 3,26E+03 3,02E+04 1,25E+04 1,62E+03 6,06E+02 922.16 918 Beaulieu JC. ). Agric. Food Chem., 2001
395,2.340 Metil 3-furancarboxilato CsHgO3 1,53E+03 3,39E+02 2,69E+02 8,62E+01 922.89 934,4 Tret'yakov, 2008

400, 0.790 Metil hexanoato C;H440, 7,25E+05 1,29E+05 7,44E+05 2,21E+05 3,38E+04 7,84E+03 924.75 934 Jordan MJ. ). Agric. Food Chem. 2002
415,0.970 Metil 3-hexenoato C,;H;,0, 5,79E+03 1,70E+03 3,24E+03 6,57E+02 vt 932,96 933 Pino, Marbot, et al., 2004

425,0.880 Etil 2-Metil-2-butenoato C;H4,0, 1,74E+02 6,85E+01 3,62E+03 1,05E+03 5,56E+02 2,53E+02 938.31 949 Pino JA. J Agric. Food Chem., 2005
430,0.930 Propil 2-Metil-2-propenoato C;H4,0, 1,03E+03 1,27E+02 9,20E+03 4,33E+03 4,54E+01 6,18E+00 941.04

445 ,0.650 Propil 3-Metilbutanoato CgH160, 1,30E+03 2,83E+02 4,99E+03 2,16E+03 6,84E+02 1,27E+02 949.00 949 Maia JGS Food Chem., 2004
455,0.660 2-MetilPropil butanoato CgH160, 3,88E+05 5,55E+04 1,95E+05 1,55E+04 1,13E+04 2,02E+03 954.41 953 BeaulieuJC. ). Agric. Food Chem., 2001
475,1.000 Metil 2-hexenoato C;H4,0, 9,88E+04 1,56E+04 3,06E+04 1,47E+04 965.41 939 Pino JA. Flavour Fragr. J., 2003

480, 0.690 Pentil propanoato CgH160, 1,40E+05 3,60E+04 1,65E+05 9,27E+03 5,25E+04 1,52E+04 967.94 968 Beaulieu and Grimm, 2001

500, 0.760 Butil 2-Metil-2-propenoato CgH140, 2,32E+03 1,09E+03 1,85E+03 7,11E+02 978.79

520,0.780 Metil 5-Metilhexanoato CgH160, 2,86E+03 6,81E+02 7,09E+02 4,06E+01 1,50E+03 3,93E+02 989.61 993 Dickschat, Bode, et al., 2005
535,0.890 Butil 2-Metil-propanoato CgH160, 9,54E+05 2,97E+05 8,42E+05 1,05E+05 6,76E+04 1,04E+04 997.78 997 Raffo, Kelderer, et al., 2009
545,0.760 Etil hexanoato CgH160, 5,71E+05 2,07E+05 7,98E+05 2,45E+05 2,21E+04 4,40E+03 1002.9 1001 Engel E. ). Agric. Food Chem., 2002
555,0.630 2-MetilPropil 3-Metilbutirato CgH 150, 5,18E+03 6,38E+02 2,11E+04 9,52E+03 5,79E+03 2,40E+03 1007.8 1006 Isidorov, Krajewska, et al., 2001
555,0.950 3-Hexene-1-ol acetato CgH140, 7,20E+03 1,97E+03 8,66E+04 2,44E+04 8,16E+03 2,37E+03 1008.0 1008 RutherJ.J. Chromatogr. A., 2000
565,0.860 1,1-DiMetilEtil 3-Metil-2-butenoato ~ CgH.,0,  6,27E+04 1,67E+04  2,49E+04 6,90E+03 1012.9

570,0.810 Hexil acetato CsH160, 2,40E+05 9,45E+04 2,41E+05 8,05E+04 9,48E+03 1,22E+02 1015.4 1015 RutherJ.J. Chromatogr. A., 2000
590, 0.820 Metil heptanoato CgH160; 1,21E+04 1,80E+03 2,33E+03 9,69E+02 1,79E+02 6,28E+01 1025.4 1021 BeaulieuJC.J. Agric. Food Chem., 2001
625,0.660 Butil 2-Metil butiroato CgH 150, 7,33E+04 2,14E+04 9,33E+04 3,78E+04 8,10E+02 5,84E+01 1042.8 1043 Fuhrmann E. Nahrung., 2002
625,0.970 Butil 2-butenoato CgH140, 3,81E+05 1,72E+04 5,31E+05 1,51E+05 9,06E+02 9,03E+01 1043.0 1046 PinoJA.J Agric. Food Chem., 2005
630, 0.680 Butil 3-Metil butanoato CgH;50, 1,89E+05 4,44E+04 1,55E+04 7,91E+01 1045.3 1048 Pino, Mesa, et al., 2005

630,0.940 Etil 2-hexenoato CgH140, 1,74E+04 4,27E+03 6,79E+04 4,80E+03 4,67E+02 5,11E+01 1045.5 1049 Wang, Finn, et al., 2005

650, 3.370 3-MetilButil butanoato CyH150, 5,13E+03 1,67E+03 1,77E+05 8,69E+04 8,66E+02 9,35E+01 1056.7 1060 Adams RP, 1995

655,0.720 Pentil butanoato CgH;50, 2,95E+05 6,26E+04 1,23E+05 7,34E+04 3,77E+05 2,59E+04 1057.9 1062 Boulanger and Crouzet, 2000

690, 0.840 1-MetilButil 2-Metil-2-propenoato CgH160, 1,69E+04 1,01E+02 1,08E+04 2,53E+03 7,51E+02 2,67E+02 1075.4

730, 2.230 Metil benzoato CgHgO, 1,65E+03 5,09E+02 3,07E+02 1,23E+02 4,11E+01 1,10E+01 1096.1 1096 Balbontin, Gaete-Eastman, et al., 2007
745,0.760 Etil heptanoato CgH150, 2,23E+03 4,95E+02 3,92E+03 1,22E+03 4,84E+01 1,88E+01 1102.7 1103 De Souza, Cardeal, et al., 2009
745,0.890 3-Hexen-1-ol propanoato CyH160, 1,35E+04 3,63E+03 7,89E+03 3,77E+03 2,42E+03 2,67E+02 1102.7 1100 RutherJ.J. Chromatogr. A., 2000
750,0.900 2-Pentenil butanoato CgH160, 1,66E+05 4,74E+03 1,83E+05 6,98E+04 6,18E+03 7,01E+02 1105.1

755,0.680 Isoamil isovalerato C10H200, 1,93E+05 3,84E+04 1,63E+05 5,10E+04 1,05E+05 1,12E+04 1107.3 1106 Leffingwell JCJ. Environ. Agric. Food Chem., 2005
755,0.930 Pentil 2-Metil-2-propenoato CyH160, 7,49E+04 1,66E+04 4,38E+05 5,45E+04 5,57E+04 2,33E+04 1107.4
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760,0.760 Hexil propanoato CoH 150, 1,75E+05 5,62E+04 6,57E+03 2,97E+03 1109.7 1108 RutherJ.J. Chromatogr. A., 2000

765,0.890 2-Hexen-1-ol propanoato CoH160, 1,63E+03 8,12E+01 7,89E+03 3,77E+03 1,99E+03 1,85E+02 1112.0 1111 RutherJ.J. Chromatogr. A., 2000

780,0.810 3-Metil-3-buten-1-il 3-Metilbutanoato C;pH;530, 2,91E+03 1,92E+02 4,60E+02 1,25E+02 9,36E+03 1,17E+03 1119.0 1115. Asuming, Beauchamp, et al., 2005

780,0.980 Metil 4-octenoato CoH160, 1,08E+04 2,32E+03 2,01E+04 8,73E+03 1,69E+02 4,26E+01 1119.1

790, 0.920 Butil 3-Metil-2-butenoato CgH;60, 8,00E+02 3,79E+02 1123.7

815,0.900 Butil tiglato CgH;60, 5,47E+03 1,43E+03 3,71E+03 1,27E+03 vt 1135.3 1136 Bicalho, Pereira, et al., 2000

835,0.700 n-Amil isovalerato C10H200, 2,98E+03 7,03E+02 2,79E+03 4,32E+02 3,39E+03 8,76E+02 1144.5 1148 Pino, Sauri-Duch, et al., 2006

845,0.680 Hexil isobutanoato C10H200, 1,75E+04 4,09E+03 1,31E+04 5,83E+03 6,73E+02 2,11E+02 1149.2 1150 Javidnia, Miri, et al., 2005

890, 1.030 Metil 2-octenoato CgH160, 4,52E+04 1,03E+04 1,83E+05 5,67E+04 2,17E+02 2,56E+01 1170.2 1170 Santos AS Flavour Fragr. J., 1998

910,1.930 Furfuril butanoato CgH;,03 3,21E+04 1,70E+04 9,63E+02 2,04E+02 1180.0 1171 Fanand Qian, 2006

925,0.860 3-Hexenil butanoato Cy1oH150, 8,64E+04 2,41E+04 2,03E+05 7,82E+04 1,82E+04 4,05E+03 1186.4 1187 RutherJ.J. Chromatogr. A., 2000

930, 0.750 Butil hexanoato Cy0H200, 8,95E+03 5,94E+02 8,86E+02 1,75E+02 1188.7 1188 Pino JA.J Agric. Food Chem., 2005

1200, 0.850 Metil undecanoato C1oH40, 1,84E+04 5,58E+03 2,70E+04 5,44E+03 3,81E+02 6,72E+01 1324.1 1400 Konig, Joulain, et al., 2006

1320, 0.760 Hexil hexanoato Cy,H,40, 1,77E+04 5,83E+03 1,05E+04 5,22E+03 1387.2 1387 RutherJ.J. Chromatogr. A., 2000
TOTAL 1,03E+07 1,83E+06 1,10E+07 2,91E+06 1,62E+06 3,17E+05
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ALMUNECAR NERJA BRASIL

(Granada) (Malaga)
R.T. (s) Nombre Férmula Area media Desvest Area media Desvest Areamedia Desvest Rlcalc. Rllit. Referencias

Monoterpenoides

410, 0.470 a-Pinene C10H16  3,31E+05 2,57E+04 4,03E+05 1,59E+05 vt 929.98 929 Limberger, Sobral, et al., 2005
410, 0.490 6-3-Carene C10H16 6,60E+04  3,63E+03 1,53E+04  6,49E+03 3,06E+03  9,22E+02 929.99 991 Pitarokili, Tzakou, et al., 2003
435,0.510 Camphene C10H16  5,44E+03 1,39E+03 1,76E+04 4,40E+03 8,33E+03 2,79E+03 943.52 943 Ramos, Siani, et al., 2000
445,0.590 Verbenene C10H14  7,04E+02 2,53E+02 4,76E+02 3,11E+01 7,80E+02 2,36E+02 948.97 948  Vichi, Riu-Aumatell, et al., 2005
485, 0.580 B-Pinene C10H16  3,96E+05 6,86E+03 7,64E+05 2,61E+05 4,37E+05 8,73E+04 970.58 964 Engel E. J. Agric. Food Chem., 2002
520, 0.610 B-Myrcene C10H16  1,48E+05 4,10E+04 5,13E+05 8,19E+04 1,38E+05 4,98E+04 989.52 989 Ghiasvand, Setkova, et al., 2007
545, 0.620 a-Phellandrene C10H16 1,60E+04 2,79E+03 1,70E+05 8,34E+04 2,13E+04 8,26E+03 1002.8 1005 Adams RP, 1995
570, 0.610 a-Terpinene C10H16  1,32E+04 4,50E+03 1,31E+05 1,62E+04 8,65E+03 6,66E+02 1015.3 1015 Baranauskiene, Venskutonis, et al., 2003
590, 0.630 6-Limonene C10H16  1,41E+05 4,40E+04 5,04E+05 2,75E+04 7,44E+04 2,44E+04 1025.3 1025 Rychilk M. Dt. Forschungsanst. Techn. Uni. Miinchen., 1998
590, 0.660 pB-Phellandrene C10H16  3,15E+04 3,92E+03 1,60E+05 3,95E+04 5,40E+04 9,99E+02 1025.3 1032 Hognadottir A.J. Chromatogr. A, 2003
595, 0.650 Eucalyptol C10H180 1,23E+05 5,06E+04 5,71E+03 6,67E+02 1,32E+04 3,55E+03 1027.8 1030 Jordan MJJ. Agric. Food Chem., 2002
615, 0.670 oa-Ocimene C10H16  1,80E+04 2,73E+03 1,15E+05 2,43E+04 9,85E+03 3,76E+03 1037.8 1037 Asuming, Beauchamp, et al., 2005
635,0.710 B-Ocimene C10H16  1,53E+05 3,66E+04 6,13E+05 1,07E+05 1,79E+05 1,30E+04 1047.9 1050 AdamsRP, 1995
675,1.300 Sabinene hydrate C10H180 5,30E+03 2,58E+02 8,67E+03 3,75E+02 2,56E+03  8,55E+02 1068.2 1068 Adams, Gonzalez Elizondo, et al., 2006
715, 0.690 a-Terpinolene C10H16  1,24E+04 5,06E+03 2,24E+05 7,46E+03 8,30E+03 2,36E+03 1087.8 1088 Adams RP, 1995
745, 1.580 Linalool C10H180 3,31E+05 6,78E+04 6,27E+05 2,97E+05 1,39E+05 4,37E+04 1103.1 1105 Fuhrmann E. Nahrung., 2002
805, 1.000 Cosmene C10H14  5,21E+03 4,98E+02 2,89E+04 1,31E+04 3,02E+03 2,09E+02 1130.7 1130 Awadi Ali, Wurster, et al., 2008
830, 0.820 Alloocimene C10H16  4,39E+03 5,39E+02 3,96E+04 1,52E+04 3,05E+03 5,54E+02 1142.2 1142 Saroglou, Dorizas, et al., 2006
865, 1.350 Pinocarvone C10H140 6,58E+02 2,12E+02 8,26E+02 2,67E+02 2,49E+02 8,15E+01 1158.8 1162 AdamsRP, 1995
900, 1.390 4-Terpinenol C10H180 1,68E+03 3,83E+02 4,74E+03 1,88E+03 1,76E+02 3,19E+01 1175.1 1177 AdamsRP, 1995

TOTAL 1,80E+06 2,99E+05 4,35E+06 1,15E+06 1,10E+06 2,43E+05
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ALMUNECAR NERJA BRASIL
(Granada) (Malaga)
R.T. (s) Nombre Férmula Area media Desvest Areamedia Desvest Areamedia Desvest Rlcalc. RIlit. Referencias
Sesquiterpenoides
1220, 0.640 Bicyclogermacrene C15H24 1,59E+04 3,33E+02 7,19E+04 5,64E+03 1,16E+04 3,03E+03 1492.1 1495. Aicha, Ines, et al., 2008
1240, 0.600 a-Cubebene C15H24 2,00E+04 3,53E+03 2,50E+05 3,08E+03 1,24E+04 1,99E+03 1345.1 1345 ChoiH-S)J. Agric. Food Chem., 2003
1290, 0.620 a-Copaene C15H24 5,41E+04 1,10E+04 3,29E+05 1,44E+05 4,09E+04 8,14E+03 1371.4 1371 AdamsRP, 1995
1320, 0.650 B-Cubebene C15H24 1,48E+04 6,01E+03 6,15E+05 1,96E+05 1,74E+04 496E+03 1387.2 1389 Tellez M. J. Chem. Ecol., 2001
1305, 0.640 B-Bourbonene C15H24 6,36E+03 2,27E+03 5,36E+02 9,77E+00 1,33E+02 5,73E+01 1379.3 1380 Chorianopoulos N., Evergets E., et al., 2006
1325, 0.710 B-Elemene C15H24 1,75E+04 7,43E+03 1,48E+05 3,89E+04 1,02E+04 2,97E+03 1389.8 1389 Sylvestre, Pichette, et al., 2006
1340, 0.700 Longifolene C15H24 2,16E+03 4,42E+02 4,77E+03 7,86E+01 9,09E+02 2,81E+02 1397.7 1403 Angioni, Barra, et al., 2006
1370, 0.710 Caryophyllene C15H24 2,58E+04 4,22E+03 9,99E+05 4,22E+04 2,07E+04 4,74E+03 1414.3 1418 AdamsRP, 1995
1405, 0.700 Aromadendrene C15H24 2,08E+04 3,21E+03 1,27E+05 4,07E+04 1,43E+04 4,47E+03 1433.7 1440 Martins, Santos, et al., 2007
1430, 0.770 a-Humulene C15H24 6,71E+03 8,88E+02 6,88E+04 1,78E+04 5,27E+03 1,02E+03 1447.7 1444 ChoiH-S)J. Agric. Food Chem., 2003
1445, 0.670 o-Gurjunene C15H24 6,86E+03 1,12E+03 1,00E+05 2,54E+04 6,17E+03 1,42E+03 1455.9 1425 Silva-Branddo, Solferini, et al., 2006
1485, 0.780 Germacrene-D C15H24 2,52E+05 2,61E+04 2,41E+05 1,60E+04 1,66E+05 2,98E+04 1478.2 1480 AdamsRP, 1995
1510, 0.800 y-Elemene C15H24 1,31E+05 8,95E+03 5,49E+05 1,80E+05 9,56E+04 1,13E+04 1492.1 1433 Karioti A. J. Agric. Food Chem., 2003
1555, 0.930 Calamenene C15H22 3,23E+03 1,30E+02 2,63E+04 5,20E+03 1,70E+03 2,82E+02 1517.7 1519 Senatore, Apostolides Arnold, et al., 2005
1560, 0.780 &-Cadinene C15H24 2,53E+04 2,65E+03 1,80E+05 7,55E+04 1,63E+04 3,22E+03 1520.4 1524 AdamsRP, 1995
1575, 0.810 Cadiina-1,4-diene C15H24 2,92E+03 1,83E+02 2,09E+04 9,93E+03 2,36E+03 4,21E+02 1529.0 1528 Hamm, Bleton, et al., 2005
1585, 0.820 a-Muurolene C15H24 6,74E+03 2,54E+03 4,13E+04 1,69E+04 2,97E+03 8,79E+02 1534.8 1537 Rali, Wossa, et al., 2007
1590, 1.080 a-Calacorene C15H20 4,04E+02 7,33E+01 4,72E+03 1,57E+02 1,66E+02 3,56E+00 1537.8 1537 Velickovic, Randjelovic, et al., 2003
TOTAL 6,13E+05 8,11E+04 3,78E+06 8,18E+05 4,25E+05 7,90E+04
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ALMUNECAR NERJA BRASIL
(Granada) (Malaga)
R.T. (s) Nombre Férmula Area media Desvest Area media Desvest Areamedia Desvest Rlcalc. Rllit. Referencias
Furanos
110, 0.410 Tetrahidro-furano C4H80 3,42E+03 7,81E+02 7,61E+03 1,97E+03 1,81E+03 2,30E+02 625.68 623 Engel E. J. Agric. Food Chem., 2002
135,0.490 2-Etil-furano C6H80 3,68E+02 5,35E+01 7,88E+02 1,13E+02 5,72E+02 3,74E+01 667.48 700 Engel E. ). Agric. Food Chem., 2002
520, 0.750 2-Pentil- furano C9H140 2,05E+03 2,41E+02 2,19E+03 7,11E+02 9,92E+02 1,47E+402 989.59 989 Ghiasvand, Setkova, et al., 2007
745,1.000 3-(4-Metil-3-pentenil)-furano C10H140 3,65E+02 8,43E+01 3,58E+03 8,78E+02 1102.8 1102 Duschatzky, Almeida, et al., 2007
TOTAL  6,21E+03  1,16E+03 1,42E+04  3,67E+03 3,37E+03  4,15E+02
Otros
600,1.090 Indano C9H10 2,80E+02 4,76E+00 2,25E+02 3,58E+01 6,74E+01 1,30E+01 1030.5 1048 Xu X Atmos, Chem Phys, 2003
Fenols
555,1.380 1-metoxi-2-Metil-benceno C8H100 3,25E+03 5,93E+02 1,51E+04 3,19e+02 3,08E+03 4,55E+02 1008.2 1009 Priestap HA Phytochem, 2003
575,1.490 1-metoxi-4-Metil-benzeno C8H100 9,90E+02 1,84E+02 5,68E+03 2,62E+03 3,01E+02 6,93E+01 1018.2 1020 BeaulieuJCJ. Agric Food Chem, 2001
1540, 1.110 Hidroxi-butil-tolueno C15H240 1,38E+03 4,54E+02 3,09E+03 4,83E+02 7,34E+02 2,16E+02 1509.2 1505 Couladis M. Flavour Fragr. J., 2001
TOTAL 5,62E+03 1,23E+03 2,39E+04 3,42E+03 4,11E+03 7,40E+02
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