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RESUMEN

Actualmente, las dietas recomendadas son las que incluyen una alta proporcién de alimentos
de origen vegetal, entre los que destacan las frutas como via de prevencion de algunas
enfermedades cronicas-degenerativas como el cancer. Las frutas comparten en su composicién
una serie de compuestos naturales que se complementan y unen para ayudar al desarrollo de
una vida sana. Es por ello importante conocer la composicion de los alimentos de origen
vegetal para poder obrar en beneficio de la salud. El beneficio del consumo de frutas en la
salud parece estar relacionado con la presencia de un amplio nimero de compuestos que
pertenecen al grupo de las denominadas sustancias bioactivas tales como las sustancias
nitrogenadas, las azufradas, las térpenicas y, las mas ampliamente estudiadas, los compuestos
fendlicos. Actualmente, los paises de clima tropical son reservorios de especies de frutas
nativas que son consumidos por los pobladores locales y que han sido reportados como fuente
importante de antioxidantes que pueden tener efectos beneficiosos en la prevencién del
desarrollo de distintos tipos de enfermedades. Actualmente, diferentes investigadores indican
gue no es seguro que puedan conseguirse los mismos beneficios con los componentes aislados
de las frutas como los que se consiguen con una dieta equilibrada adecuada. La Peninsula de
Yucatan presenta un ecosistema tropical en donde ofrece una gama de frutas nativas con
diversas coloraciones que pueden resguardar una amplia variedad estructural de sustancias con
potencial bioactivo con beneficios para la conservacion de la salud. Ademas, con el concepto
de aprovechamiento integral, se destacan las estrategias para la revalorizacion de bio-
productos de las frutas como piel, cascara, semillas, hojas, huesos y otras fracciones no
comestibles o partes desechadas sin poco valor; pero se ha comprobado que dichas fracciones
muestran un alto contenido de sustancias bioactivas y un potencial bioactivo. Dado que se
pretende contribuir al valor y reconocimiento de las frutas tropicales pocos estudiados y con
posibilidades comerciales cultivadas en la Peninsula de Yucatan; la presente tesis doctoral
tiene como objetivo, evaluar el contenido de compuestos bioactivos y la actividad bioldgica de
un grupo de frutas tropicales con valor promisorio cultivadas en la Peninsula de Yucatan,

México para contribuir en el potencial, valoracion y aplicabilidad de estas frutas en el sector




alimentario. Las frutas fueron adquiridas con maduracion comestible en los diversos mercados
locales de Campeche y Yucatan. Se obtuvieron las partes comestibles de todas las frutas y
fueron inmediatamente almacenadas a -20°C hasta su anélisis. Ademas, la cascara de frutas
que se distinguieron por su intensa coloracion (marafion amarillo, marafién rojo y caimito
morado) fueron separados para su liofilizacion y evaluacion. Las partes comestibles de las
frutas tuvieron una alta variabilidad en sus caracteristicas fisico-quimicas tales como
humedad, rendimiento de partes comestibles, sélidos solubles totales, parametros de color
CIELAB Yy acidez titulable. En otro resultado, las partes comestibles y la c&scara de las frutas
analizadas resultaron con mayor cantidad de compuestos bioactivos (antocianinas totales,
flavonoides totales, vitamina C, compuestos fendlicos totales, carotenoides totales y fibra
dietética) comparado con otras frutas tropicales y no tropicales producidas en el mundo.
Respecto a la capacidad de secuestro de radical DPPH y ABTS, las partes comestibles de
uaya, caimito, ciruela, marafion, zapote blanco, anona, saramuyo y nance mostraron alta
capacidad antioxidante. Se encontré que el contenido de fenoles solubles totales se
correlaciona con la actividad antioxidante medido con el ensayo ABTS (R=0.52, P<0.05) y
DPPH (R=0.43, P<0.05). Ambos métodos usados para medir la capacidad antioxidante de las
frutas mostraron resultados comparables atribuido a una alta correlacién entre los ensayos
(R=0.82, P<0.05). De manera general, la capacidad antioxidante resultd similar entre las
cascaras liofilizadas de las tres frutas evaluadas; sin embargo, estos valores fueron muy
superiores a otros bio-productos de la industria fruticola reportados. Se encontraron 6 y 12
compuestos fendlicos en las cascaras y partes comestibles de las frutas por HPLC,
respectivamente. Se destaca que la porcién comestible de nance rojo obtuvo la mayor cantidad
de acido cafeico (596.8 mg/100 g de porcion comestible); mientras que la cascara de caimito
morado obtuvo la mayor cantidad de acido galico (229.49 mg/100 g de céscara liofilizada). De
acuerdo al perfil cromatografico de carotenoides individuales se encontraron cuatro
carotenoides (luteina, licopeno, B-caroteno y B-criptoxantina) en las porciones comestibles de
las frutas. Los carotenoides identificados en las frutas se han reportado en la literatura que

ayudan a prevenir el desarrollo de enfermedades degenerativas tales como enfermedades




cardiovasculares, degeneracion macular, algunos tipos de cancer y cataratas. El extracto de
carotenoides de la porcion comestible de ciruela roja, saramuyo verde, ciruela verde-amarillo,
marafidn amarillo, saramuyo morado y nance verde mostro alta capacidad antioxidante cuando
se utilizo el ensayo ABTS. Sin embargo, cuando se utiliz6 el ensayo DPPH, el extracto de
carotenoides de nance verde resultd con mayor actividad antioxidante. Las porciones
comestibles de uaya, marafién rojo y marafion amarillo obtuvieron altos valores de equivalente
a retinol (1,266-2,908 ug/100 g de porcidon comestible). Los contenidos de luteina y B-
criptoxantina se correlacionaron con la actividad antioxidante medido con ABTS (R=0.41y
R=0.31, respectivamente). El ensayo de citotoxicidad con sulforodamina B revela que los
extractos de antioxidantes de las frutas no mostraron toxicidad para la célula de la linea Vero.
El analisis de cluster y analisis de componentes principales permitieron la clasificacion de las
frutas en cuatro grupos, en donde el primer grupo (marafidn rojo, ciruela verde, marafidn
amarillo, saramuyo verde, caimito morado, anona roja, saramuyo morado, zapote blanco,
nance rojo, nance amarillo, ciruela roja, uaya, nance verde, anona amarillo y caimito verde)
correspondio a frutas con alta actividad antioxidante y alto contenido de compuestos fenolicos
totales. Todos los hallazgos promocionan el consumo y procesamiento de las partes
comestibles y cascaras como bio-productos de las frutas nativas de la Peninsula de Yucatan,
ya gue son fuente importante de antioxidantes naturales con actividad no-toxica para la dieta y
pueden ser usados como ingredientes funcionales para el desarrollo de nuevos productos en la

industria alimentaria.

Palabras claves: Frutas tropicales; actividad antioxidante; compuestos bioactivos; toxicidad,;

alimento funcional.




GENERAL SUMMARY

Currently, the most recommended diets are those which include a high proportion of food
derived from plants, in particular fruit, as a preventive measure against certain chronic-
degenerative diseases such as cancer. All fruits share a series of natural compounds in their
composition which complement each other and combine, aiding the development of a healthy
life. It is important therefore to identify the composition of the products of plant origin in
order to stimulate health improvement. The advantage of consuming fruit appears to be
associated with the presence of a large number of compounds belonging to the group of
bioactive substances, such as nitrogenous, sulfur and terpenic substances, as well as the most
widely studied, phenolic compounds. Countries with a tropical climate are reservoirs of native
fruit species which are consumed by the local inhabitants; these fruits have been reported as an
important source of antioxidants which can have beneficial effects in preventing the
development of certain types of diseases. A number of researchers have recently reported that
there is, as yet, no guarantee that the benefits obtained from the compounds isolated from the
fruit are the same as those obtained from an adequately balanced diet. The Yucatan Peninsula
presents a tropical ecosystem offering a range of native fruits with a diversity of colors which
may contain a wide structural variety of substances with the bioactive potential for health
conservation. Moreover, within the concept of integral exploitation, strategies for the
revalorization of fruit bio-products, such as skin, peel, seeds or pits and other inedible or
discarded parts of little value are of particular importance; however, these fractions have been
found to present a high content of bioactive substances and bioactive potential. With the
purpose of contributing to the value and recognition of tropical fruits with commercial
possibilities cultivated in the Yucatan Peninsula, the aim of the present doctoral thesis is to
evaluate the content of bioactive compounds and the biological activity of a group of tropical
fruits with promising value cultivated in the Yucatan Peninsula, Mexico, and thus contribute
to the potential, evaluation and applicability of these fruits in the food industry. The fruit was
acquired with ripeness for consumption in diverse local markets of Campeche and Yucatan.

The edible parts of all the fruits were obtained and stored immediately at -20°C until analysis.




In addition, the skin or peel of the most intensely colored fruits (yellow cashew, red cashew
and purple star apple) was collected for lyophilization and evaluation. The edible parts of the
fruits presented a high variability in their physico-chemical characteristics, such as humidity,
yield of edible parts, total soluble solids, CIELAB color parameters and titratable acidity. In
another result, the edible parts and peel of the fruits analyzed presented a greater quantity of
bioactive compounds (total anthocyanins, total flavonoids, vitamin C, total phenolic
compounds, total carotenoids and dietary fiber) in comparison with other tropical and non-
tropical fruits produced in the world. With respect to DPPH and ABTS radical scavenging
capacity, the edible parts of mamoncillo, star apple, mombin, cashew, white sapote, ilama,
sugar apple and nance showed high antioxidant capacity. The total soluble phenolic content
was found to be in correlation with the antioxidant activity measured with the ABTS assay
(R=0.52, P<0.05) and DPPH (R=0.43, P<0.05). Both methods used to measure the antioxidant
capacity of the fruits showed similar results which can be attributed to a high correlation
between the assays (R=0.82, P<0.05). In general, the antioxidant capacity was similar among
the lyophilized peels of the three fruits evaluated; however, these values were much higher
than those reported for other bio-products of the fruit industry. By means of HPLC, the peels
and edible parts of the fruits were found to contain 6 and 12 phenolic compounds,
respectively. The edible portion of the red nance presented the greatest quantity of caffeic acid
(596.8 mg/100 g of edible portion); while the peel of the purple star apple obtained the highest
quantity of gallic acid (229.49 mg/100 g of lyophilized peel). According to the
chromatographic profile of individual carotenoids, four carotenoids were found (lutein,
lycopene, B-carotene and B-cryptoxanthin) in the edible portions of the fruits. The carotenoids
identified in the fruits have been reported to be of help in preventing the development of
degenerative disorders such as cardiovascular disease, macular degeneration, certain types of
cancer and cataracts. The carotinoid extract from the edible portion of the red mombin, green
sugar apple, green-yellow mombin, yellow cashew, purple sugar apple, and green nance
showed a high antioxidant capacity with the use of the ABTS assay. However, when the

DPPH assay was used, the carotenoid extract from green nance presented greater antioxidant




activity. The edible portions of mamoncillo, red cashew and yellow cashew obtained high
values of retinol equivalent (1,266-2,908 pg/100 g of edible portion). The contents of lutein
and B-cryptoxanthin correlated with the antioxidant activity measured with ABTS (R=0.41
and R=0.31, respectively). The cytotoxicity assay with sulforhodamine B revealed that the
antioxidant extracts from the fruits did not show toxicity for the Vero cell line. Cluster
analysis and principal components analysis facilitated the classification of the fruits into four
groups, where the first group (red cashew, green mombin, yellow cashew, green sugar apple,
purple star apple, custard apple, purple sugar apple, white sapote, red nance, yellow nance, red
mombin, mamoncillo, green nance, ilama and green star apple) corresponded to fruit with high
antioxidant activity and high content of total phenolic compounds. All the findings
recommend the consumption and processing of the edible parts and peel as bio-products of the
native fruits of the Yucatan Peninsula, given that they represent an important source of natural
antioxidants with non-toxic activity for the diet and can be used as functional ingredients for

the development of new products in the food industry.

Keywords: tropical fruits; antioxidant activity; bioactive compounds; toxicity; functional

food.
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1. INTRODUCCION GENERAL

El consumo de frutas en la alimentacion humana, ha dejado de ser solamente un placer para
convertirse en una necesidad, dadas las buenas caracteristicas que las frutas tienen para la
salud y bienestar del hombre. Las frutas son muy buena fuente de energia, carbohidratos,
diversas vitaminas, minerales y compuestos bioactivos para la dieta humana (Vasco et al.,
2008).

Hoy en dia existe un consenso universal (muy extendido) de que las frutas y vegetales no sélo
proporcionan los nutrientes basicos normalmente recomendados para una vida sana, sino que
también contienen compuestos con actividad bioldgica (sustancias bioactivas) promotores de
la salud como antioxidantes, antidiabéticos, anti-inflamatorios y otros compuestos con
propiedades comprobadas en la prevencion de enfermedades degenerativas (Robles-Sanchez
et al., 2007; Soares et al., 2014; Omidizadeh et al., 2014).

Es bien conocido que los radicales libres son la principal causa de enfermedades degenerativas
como diversas formas de cancer y enfermedades cardiovasculares y neuroldgicas (Halliwell,
1994; Yu, 1994). Un exceso de radicales libres, suele iniciar un dafio de generacion celular,
debido a que estos compuestos pueden reaccionar quimicamente con proteinas, lipidos y
ADN, produciendo en milisegundos un dafio celular irreversible que puede llevar al dafio del
tejido y eventualmente a la muerte celular (Donaldson et al., 1996; Turrens, 2003). Los
compuestos bioactivos de las frutas funcionan como supresores del oxigeno singlete y triplete,
depuradores de radicales libres, descomponedores de peroxido e inhibidores enzimaticos
(Wang y Lim, 2000).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, indica que aumentar el consumo de frutas
es un componente necesario de los esfuerzos que se despliegan para reducir la creciente carga
mundial de enfermedades cronicas (OMS, 2013). Asimismo, numerosos profesionales de la

salud y representantes del sector industrial sugieren ampliar la iniciativa de promocion del




consumo de frutas, especialmente las de origen de clima tropical. En este sentido el consumo
de frutas tropicales producidos en diferentes paises tales como México, Brasil, Tailandia,
Malasia, Indonesia entre los mas importantes, se ha incrementado en el mercado local e
internacional debido al reconocimiento de su valor nutricional y terapéutico (Vasco et al.,
2008; Rufino et al., 2010). Segun la OMS y la FAO (2003) recomiendan un consumo diario de
400 g de fruta para la prevencion de enfermedades como el cancer, diabetes tipo 2 y la
obesidad. Ademas, en la guia sobre alimentacion saludable de la Sociedad Espafiola y de
Estados Unidos se propone una nueva piramide nutricional que recomienda incrementar el
consumo de frutas y verduras. La cantidad recomendada es un volumen equivalente a dos
tazas de fruta y 2.5 tazas de vegetales al dia, basado en una ingestion de 2,000 kilocalorias
(Alvarez et al., 2010) para la prevencion de enfermedades como el cancer, diabetes tipo Il y la

obesidad.

Estudios epidemiologicos han demostrado que el consumo de frutas frescas juega un papel
importante en la dieta humana, debido a los efectos positivos en la prevencion de
enfermedades cronico-degenerativas como las cardiovasculares, distintos tipos de cancer y
problemas neuroldgicos (Wu et al., 2004, Cano et al., 2005; Manach et al., 2005). Este efecto
protector ha sido atribuido a los compuestos bioactivos tales como compuestos fendlicos, fibra
dietética y carotenoides, los cuales se encuentran de manera natural en las frutas y la mayoria

de ellos poseen actividad antioxidante (Horubala, 1999; Borowska, 2003).

En la actualidad, diversos investigadores han reportado niveles importantes de antocianinas,
compuestos fenolicos solubles, flavonoides, carotenoides, fibra dietética y una alta actividad
antioxidante (evaluado a través de diferentes métodos, DPPH, ABTS, FRAP, decoloracion del
[-caroteno, en modelo celular: eritrocitos humanos, etc) de pulpa y cascara de un gran nimero
de frutas de diferentes regiones del mundo tales como Brasil, Republica Dominicana, Italia,
Singapur, China, Malasia, México, India, Espafia, Tailandia, Corea, Japén y Peru entre los
mas importantes (Bystrom et al., 2009; Ballistreri et al., 2012; Isabelle et al., 2010; Du et al.,
2009; lkram et al., 2009; Lee et al., 2010; Kuskoski et al., 2005; Torres-Rodriguez et al.,




2011; Prasad et al., 2011; Khonkarn et al., 2010; Al-Sheraji et al., 2011; Dembitsky et al.,
2011; Park et al., 2008; Clerici y Carvalho-Silva, 2011; Ugartondo et al., 2006). Los
resultados encontrados en estos trabajos han permitido la valoracion de las frutas y sus
subproductos como las cascaras como un potencial terapéutico y funcional, lo cual ha

permitido una expansion de estas frutas en el comercio internacional (Rufino et al., 2010).

Meéxico es un pais privilegiado al poseer vastas extensiones de tierra en zonas con clima célido
que permite la produccién de frutas tropicales de buena calidad. En este sentido, la produccion
y comercializacion de frutas tropicales en la Peninsula de Yucatan constituye uno de los
principales sectores socioecondémicos. Es de sefialar que la Peninsula de Yucatan produce una
gran variedad de especies fruticolas con muy buena calidad y gran aceptacidn por parte de los
consumidores (Sauri, 2001). Sin embargo, se considera que existen centenas de especies poco
estudiadas y aprovechadas, aunque muchas de ellas se consumen ampliamente en las zonas de
su produccion, requieren ser estudiadas para favorecer su cultivo, comercializacion,
aprovechamiento e industrializacién. Estas frutas tropicales representan una oportunidad para
el crecimiento local que permitan el acceso a mercados especiales donde los consumidores
hacen énfasis sobre lo caracter de exdtico y la presencia de nutrientes capaces de prevenir

enfermedades degenerativas (Alves et al., 2008).

Por otra parte, en los afos recientes son pocos los trabajos que se han realizado con el objetivo
de contribuir al valor y reconocimiento de las frutas tropicales con posibilidades comerciales
cultivadas en la Peninsula de Yucatan. Ademéas es importante la caracterizacion en la
composicion de las frutas de regiones tropicales ya que constituye el primer paso para la
determinacion del aporte de los compuestos bioactivos en la dieta. Aln existen un sin nimero
de frutas disponibles en regiones locales que no han sido estudiados. De todo lo anteriormente
expuesto, el presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar el contenido de
compuestos bioactivos y la actividad bioldgica de un grupo de frutas tropicales con valor
promisorio cultivadas en la Peninsula de Yucatan, México para contribuir en el potencial,

valoracion y aplicabilidad de estas frutas en el sector alimentario.




La presenta investigacion permitiria visualizar o avanzar en el conocimiento sobre la
evaluacion de ingredientes bioactivos y sus propiedades de estas frutas y por lo tanto la
comercializacion de éstas y de los ingredientes bioactivos derivados o que se pudieran obtener
a partir de ellas. De esta forma, el desarrollo del estudio podria contribuir de forma
significativa para el desarrollo socioeconémico de la region peninsular en la medida en la que

se divulgue de forma maximizada los resultados que se obtengan.

El presente documento, después de una revision de literatura (Capitulo 2), se compone de
articulos derivados del trabajo mismo, razon por la cual difieren en formato, ya que responden

a las normas de autor que emite cada revista a la cual fueron o seran sometidos.




2. REVISION DE LITERATURA
2.1. Las frutas tropicales y sus beneficios en la salud

El beneficio del consumo de frutas en la salud parece estar relacionado con la presencia de un
amplio nimero de compuestos que pertenecen al grupo de los denominados sustancias
bioactivas (Figura 2.1). Es importante destacar que ain no estan claros los mecanismos de
accion de estas sustancias, pero su efecto es el resultado de muchas interacciones tanto entre
los distintos componentes de los alimentos, como con el propio organismo (Martinez-
Navarrete, Vidal, & Lahuerta, 2008). En este sentido, no es seguro que puedan conseguirse
los mismos beneficios con los componentes aislados como los que se consiguen con una dieta

equilibrada adecuada.

Phenolic
compounds|

Figura 2.1. Sustancias bioactivas (compuestos fenoélicos y fibra dietética) en una matriz de
fruta (Quirds-Sauceda et al., 2014)

En las regiones tropicales del mundo existe una gran diversidad de frutas tropicales que son
producidos y consumidos por los pobladores locales; muchas de estas frutas y sus
subproductos como las cascaras se pueden considerar como fuente de sustancias bioactivas
(vitaminas, fibra dietética, compuestos fendlicos, carotenoides, esteroles y saponinas) con un

interés especial debido a sus propiedades que promueven la salud humana (Alothman, Bhat,




& Karim, 2009; Cassileth, 2008; Murillo et al., 2013; Xu et al., 2004; J. Yang, Paulino, Janke-
Stedronsky, & Abawi, 2007). Muchas frutas como los citricos, las bayas, el mangostan y la
granada, han atraido la atencion por sus beneficios para la salud debido a la amplia gama de

bioactividad que presentan (Chen & Wang, 2008).

Las frutas tropicales y subtropicales como el mango, guayaba, papaya, caqui y muchos otros,
son bien conocidos en América del Norte y Europa y la informacion cientifica para promover
el incremento de su consumo aun es limitado (Dube et al., 2004; Garcia, Magpantay, &
Escobin, 2005; Leontowicz et al., 2006). Sin embargo, las frutas como la guayaba, mango,
platano, maracuyd, carambola, lima, pifia, chirimoya, zapote, litchi y mamey, son alimentos
vegetales comunes en la dieta en América del Norte y en la actualidad en Europa (Aparecida
de Assis et al., 2009; Doyama, Rodrigues, Novelli, Cereda, & Vilegas, 2005; Dube et al.,
2004; Kondo, Kittikorn, & Kanlayanarat, 2005; Luximon-Ramma, Bahorun, & Crozier, 2003;
Mahattanatawee, Manthey, Talcott, Goodner, & Baldwin, 2005; Murcia, Jiménez, &
Martinez-Tomé, 2001; Nilsson et al., 2005; Proteggente et al., 2002; Talcott, Percival, Pittet-
Moore, & Celoria, 2003) (Wu et al., 2006).

RUFINO et al. (2010) Reportaron un grupo de frutas tropicales no tradicionales de Brasil con
alto contenido de vitamina C, antocianinas, flavonoides, carotenoides y una alta capacidad
antioxidante evaluado como la capacidad secuestradora del radical DPPH" (2,2-difenil-1-
picrylhydrazil). Por otra parte, Barreca et al., (2011) encontraron que el extracto de chirimoya
presento altas propiedades antioxidantes, disminuyendo la peroxidacion lipidica de eritrocitos
y con efecto citoprotector en la oxidacion de linfocitos tratados con ter-butilo hidroperoxido.
En este sentido en los Ultimos afios se ha observado una tendencia del estudio de compuestos
bioactivos y propiedades antioxidantes de frutas tropicales no tradicionales en varios paises,
como Brasil que recientemente comercializa ingredientes bioactivos a Japon y Estados Unidos
a partir de frutas nativas de su pais (SAGARPA, 2011).




Existe la evidencia de que las frutas y vegetales juegan un papel benéfico en la prevencion e
incluso para el tratamiento de diferentes enfermedades (Kris-Etherton et al., 2002; Lim, Lim,
& Tee, 2007; Luximon-Ramma et al., 2003; Paganga, Miller, & Rice-Evans, 1999;
Proteggente et al., 2002). En un trabajo realizado, se ha demostrado que el consumo de cinco
porciones de frutas o vegetales al dia, las personas sujetas al estudio mostraron menos riesgo
de desarrollar cancer, particularmente los causados en el tracto intestinal (Gescher, Pastorino,
Plummer, & Manson, 1998). En otro estudio, los resultados sugieren que el consumo de frutas
ricas en compuestos fenolicos permiten incrementar la capacidad antioxidante de la sangre de
personas (Burton-Freeman, 2010). Algunos estudios han demostrado que la fibra dietética y
los compuestos fendlicos de las frutas mejoran el metabolismo lipidico y previene la
oxidacion de la lipoproteina de baja densidad (LDL-C) y como consecuencia impiden el
desarrollo de la aterosclerosis (Gorinstein, Bartnikowska, Kulasek, Zemser, & Trakhtenberg,
1998; Gorinstein et al., 1999). Adicionalmente se ha demostrado que un bajo nivel de
antioxidantes en plasma conduce a una alta mortalidad por aterosclerosis coronaria (Rankin et
al., 1993). Por tanto, algunos autores sugieren dietas ricas en vegetales y frutas que son la

fuente natural de antioxidantes (De Lorgeril et al., 1994).

Numerosos estudios epidemiolégicos demuestran el papel de la fibra dietética presente en las
frutas sobre la salud intestinal y la prevencion de enfermedades cardiovasculares, cancer,
obesidad y diabetes (Anderson et al., 2009; Rosa, Alvarez-Parrilla, & Gonzalez-Aguilar,
2010). El alto contenido de fibra soluble en las frutas tropicales se ha asociado a efectos mas
pronunciados en el &mbito intestinal (Anderson et al., 2009).

Por otro lado, acorde a Gorinstein et al. (2010), encontraron que la actividad antioxidante en
sangre de ratas alimentadas con frutas de Caqui se atribuye a los compuestos fendlicos.
Algunos estudios han demostrado el efecto de diversos fenoles, como el acido galico,
miricetina, flavan-3-ols (1)-catequina y (2)-epicatequina y otros como antioxidantes. El acido
galico se produce naturalmente en las plantas y se ha encontrado que son farmacolégicamente

activos como antioxidantes, antimutagénico y como agente anticancerigeno. Es evidente que




una dieta con frutas y verduras previene la arteriosclerosis y otras enfermedades (Duttaroy &

Jargensen, 2004).

Por otra parte, se ha demostrado que el consumo de kiwi disminuye los niveles de
triglicéridos en la sangre de personas en comparacion con el grupo control. Los investigadores
reportaron que el consumo de dos o tres frutas de kiwi al dia durante 28 dias reduce la

respuesta de la agregacion plaquetaria al colageno (Duttaroy & Jargensen, 2004).

La actividad antioxidante, anti-inflamatorio, anticancerigena y antimicrobiana de las frutas
estan relacionados con el contenido de compuestos bioactivos tales como antocianinas,
flavonoides, polifenoles y carotenoides (Dembitsky et al., 2011). En un trabajo reportado en
la literatura se ha demostrado que los compuestos bioactivos del jugo de Pitanga, una fruta
tropical de Brasil, tiene propiedades anti-inflamatoria en las encias de la boca (Soares et al.,
2014).

En un estudio reciente, se ha demostrado que la variabilidad en el contenido de compuestos
fenolicos, fibra dietética, actividad antioxidante y la actividad anti-diabético (estudio con
ratas Sprague-Dawley) puede ser atribuida al método de procesamiento de la Pitahaya roja
(Omidizadeh et al., 2014) (Figura 2.2).

En un estudio realizado para determinar el efecto de la ingesta de licopeno, un carotenoide, en
el tejido testicular de roedores, se obtuvo una reduccion en la expresion de genes del
metabolismo de la testosterona con una dieta alta en licopeno. Dado que el incremento en la
concentracion de testosterona se asocia con un mayor riesgo de cancer de prostata, los
resultados obtenidos podrian indicar un efecto positivo en la reduccion de este riesgo
(Ordofiez & Rodriguez, 2013). Asimismo, se ha demostrado que los carotenoides protegen a
las celulas frente al ataque de las ROS, contribuyendo asi a la prevencion y proteccion contra
los trastornos de salud graves como ciertos tipos de cancer, enfermedades del corazon, y

degeneracion macular causadas por el exceso de radicales libres en el cuerpo (Rivera &

Canela-Garayoa, 2012).
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Figura 2.2. Actividad anti-diabética de la Pitahaya roja en modelo animal.

De todo lo expuesto anteriormente, en los Gltimos afios se ha observado una clara tendencia
del estudio de compuestos bioactivos y su actividad bioldgica especialmente en frutas
tropicales nativas de cada pais con el objetivo de aprovechar el acceso a mercados especiales
donde los consumidores hacen énfasis sobre lo caracter de exotico y la presencia de nutrientes
capaces de prevenir enfermedades degenerativas, consecuentemente ampliando las

posibilidades de negocio y beneficios para los productores del sector fruticultura.
2.2. Sustancias bioactivas de frutas tropicales
» Compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas

Los compuestos fendlicos, denominados a veces impropiamente polifenoles, son estructuras
quimicas formadas por un anillo aromatico unido a uno o mas grupos hidroxilo, incluyéndose
tambien derivados funcionales como ésteres, metil ésteres, glicésidos, etc. (Crozier, Jaganath,
& Clifford, 2009). Estos compuestos estan distribuidos en todo el reino vegetal, siendo la

forma mas frecuente de encontrarlos en la naturaleza conjugados con uno o mas residuos de

Fudtas trapicales de la Terinsula de Yucatdn come alimente. . . -



azucar unidos a los grupos hidroxilo, aunque en algunos casos se pueden producir uniones
directas entre una molécula de azlcar y un carbono aromatico. Los azUcares pueden ser tanto
monosacaridos como disacaridos o incluso oligosacaridos. Los mas comunes son la glucosa,
galactosa, arabinosa, ramnosa y xilosa, asi como los &cidos glucurénico y galacturénico. En
ocasiones, pueden encontrarse unidos a &cidos carboxilicos, acidos organicos, aminas, lipidos

y a otros compuestos fendlicos (Bravo & Saura-Calixto, 1998).

Se han llegado a identificar mas de 8,000 compuestos fendlicos con estructura muy variada,
por lo que su clasificacion es una tarea compleja. Los compuestos fenolicos pueden ser
clasificados por el numero y arreglo de los atomos de carbono (Crozier et al., 2009). La

clasificacion se muestra en la Tabla 2.1.

Asi, los compuestos fendlicos comprenden desde moléculas simples como los acidos
benzoicos hasta polimeros complejos como los taninos condensados. Cada una de las familias
agrupa un namero de compuestos fendlicos mas o menos variado, siendo la familia de los
flavonoides, con cerca de 4,000 estructuras diferentes una de las mas estudiadas (Crozier et al.,
2009).

La presencia de fenoles en las plantas es muy variada, dependiendo de la especie vegetal,
variedad, parte de la planta considerada (frutos, semillas, hojas, tallos, etc.), condiciones
agrocliméticas del cultivo, asi como aspectos tecnolégicos relacionados con el procesado y
conservacion de los productos que los contienen. Los compuestos fendlicos son productos del
metabolismo secundario de las plantas (Figura 2.3) y Wheldale (1916) escribié un libro sobre
el papel de los antocianos en las plantas. Esta investigadora habia observado que los
antocianos de las plantas tenian numerosos efectos protectores, tales como favorecer el
camuflaje e incluso atraer insectos contribuyendo de esta manera a la polinizacion, pero las
explicaciones que demostraban una funcionalidad en una determinada planta presentaban
numerosas excepciones que quedaban sin explicacidn en otras plantas. Actualmente una de las
explicaciones mas aceptadas a la sintesis de fenoles en las plantas es como respuesta al estrés.

Las plantas estan casi de forma continua sometidas a un estrés ambiental debido a radiaciones




UV, altas temperaturas particularmente en zonas de clima mediterraneo, baja disponibilidad de

agua, plagas, etc (Cuadra, Harborne, & Waterman, 1997).

Existen estudios que demuestran como las plantas sintetizan compuestos fendlicos para
protegerse de los herbivoros (insectos o vertebrados) (Parr & Bolwell, 2000) o de las
radiaciones UV u otras situaciones de estrés fisico (Cuadra et al., 1997). Asimismo, los
compuestos fendlios son atrayentes de animales polinizadores y/o diseminadores de semillas
(Manach & Donovan, 2004), actuan como sefiales quimicas entre plantas y microorganismos
simbioticos y el ejercer una funcién estructural, por el efecto de las ligninas en el soporte
mecanico de las plantas (Parr & Bolwell, 2000).

Pero los compuestos fenolicos no s6lo son importantes para la planta, también tienen
consecuencias para los animales y humanos, ya que los incorporamos a nuestro organismo con
el consumo de alimentos de origen vegetal (Bravo & Saura-Calixto, 1998).

El estudio de los compuestos fendlicos en alimentacion se ha centrado en varios aspectos; por
una parte, en la contribucién a las propiedades organolépticas como el color y el amargor. Por
ejemplo, la elevada concentracion de derivados de oleuropeina en el aceite de oliva virgen
potencia los atributos amargo y picante (Gutierrez-Rosales, Rios, & Gomez-Rey, 2003). Por
otra parte, en la participacién en los procesos de oxidacion durante la produccion y
conservacion. Asi, los aceites de oliva con alto contenido en compuestos fendlicos estan

especialmente protegidos de la oxidacion (Bravo & Saura-Calixto, 1998).




Tabla 2.1. Clasificacién de los compuestos fendlicos en funcion de la estructura quimica

basica.
Esqueleto Clase Estructura bésica
Ce-Cy Acidos fendlicos
-coon
Cs-Co Acetofenona @0
CH;
Ce-C Acido fenilacético : GOOH
Ce-Cs Acido hidroxicindmico @_/—C'&OH
Ces-Cs Coumarinas : 0.0
e
Cs-Cs Naftoquinonas |
(o]
Cs-C1-Cs Xantonas
o]
Cs-Cr-Cq Estilbenos @
-
Cs-C3-Cq Flavonoides G
g 0

Fuente: Crozier et al. (2009)
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Figura 2.3. Produccién de flavonoides y estilbenos a partir de cumaril-CoA y malonil-CoA
(Shahidi y Nacz, 2004).

Sin embargo, la principal razén que ha hecho que el estudio de los compuestos fenélicos haya
sido objeto de numerosas investigaciones en los Gltimos 15 afios es su contribucion a la mejora
de la salud (Crozier et al., 2009). En los ultimos afios se han acumulado evidencias de que
algunos compuestos fendlicos ingeridos con la dieta habitual pueden tener implicaciones sobre
la salud humana, concretamente en la reduccion de la incidencia de enfermedades
cardiovasculares y de algunos tipos de cancer. De hecho, desde 1990, varias organizaciones
internacionales del ambito de la nutricion, como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
la CIIC o la AAR, recomiendan un consumo diario de antioxidantes, principalmente a través

de frutas y verduras, con el fin de prevenir o atenuar patologias asociadas al estrés oxidativo




celular (Manach & Donovan, 2004). Dentro de este grupo de antioxidantes se encontrarian
carotenoides, licopenos, vitamina C, zinc, selenio, etc. ademas de los compuestos fendlicos.

Dado a la importancia en la salud de los compuestos fendlicos presentes en los vegetales, se
han intensificado los estudios de cuantificar los niveles de estos compuestos antioxidantes en
cascaras como subproductos de las frutas tropicales cultivadas de cada pais, como el caso de

Colombia, en donde las cascaras de ciertas frutas nativas muestran altos niveles de compuestos
fenolicos (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Compuestos fendlicos totales de cascaras en frutas de Colombia.

Cascara de frutas Compuestos fenolicos totales equivalente a
galico/100 g de peso fresco.
Algarrobo 1712+42.5
Palma aceitera 282+15.8
Curuba 246+8.22
Curuba india 288+8.41
Borojo 61.5+2.16
Cassabanana 96.9+0.83
Zapote costefio 1488+20.1
Cupuazu 252+28.7
Tumbo gigante o quijén 120£1.69
Nuez de macadamia 03.7+2.68
Lulo, naranjilla, obando, coconilla 83.6+0.64
Cocona 87.415.16
Chontaduro, tembe, pejibaye 108+2.06
Umari, guacure, yure o teechi 107+£19.2

Fuente: Calderdn-Contreras et al. (2012).

Entonces, las frutas constituyen una de las principales fuentes de compuestos fendlicos en la
dieta. En ellas es frecuente encontrar derivados de los &cidos hidroxibenzoicos e
hidroxicinamicos, antocianinas, flavonoles, catequinas, y taninos condensados e hidrolizables
(Vasco, Riihinen, Ruales, & Kamal-Eldin, 2009). La mayoria de estos compuestos
permanecen en productos elaborados a base de frutas y bayas (Heinonen, Meyer, & Frankel,
1998), como por ejemplo zumos, mermeladas, jaleas, gelatinas, etc. (Zafrilla, Ferreres, &
Tomas-Barberan, 2001). A continuacion se describen los principales grupos de compuestos

fendlicos presentes en los alimentos vegetales.
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Acidos fendlicos. Los &cidos fenolicos (Figura 2.4) son compuestos fendlicos abundantes en
los alimentos. Los mas frecuentes son el acido cafeico, y en menor medida el &cido ferulico,
que se encuentra asociado a la fibra dietética mediante la formacion de enlaces éster con la
hemicelulosa. El 4cido cafeico también se encuentra esterificado, principalmente con el &cido
quinico, dando lugar al &cido clorogénico (acido 5-cafeilquinico), que est& presente en el café,
y en muchas frutas y verduras (Vasco et al., 2009). Se pueden diferenciar dos grupos

principales de &cidos fendlicos, los acidos benzoicos y los &cidos cindmicos.

Ry Ry
R OOH R \
COOH
Rs R R
Acidosbenzoicos Acidos cinamicos
Acido R Rz Rs Acido Ri Re Rs Ry

Gaélico OH OH OH Ferulico H H OH OCHs
Protocatecuico H OH OH p-cumarico H H OH H
Vanillico H OH OCHs Cafeico H H OH OH
Siringico OCH; OH OCHs Sinapico H OCH: OH OCHs

Figura 2.4. Estructura quimica de los principales acidos fenélicos

Los acidos benzoicos o derivados del acido hidroxibenzoico, tienen una estructura basica Cg-
C:. Los principales son los é&cidos galico, salicilico, p-hidroxibenzoico, protocatécuico,
vanilico y siringico, estos cuatro ltimos se consideran universales ya que forman parte de las
ligninas. Generalmente se presentan de forma conjugada en los vegetales, aunque pueden ser
detectados en forma libre en algunas frutas o tras su liberaciébn como consecuencia del
procesado (Manach & Donovan, 2004). El &cido géalico se puede encontrar conjugado como
tal o como sus dimeros (&cido elagico), trimeros (&cido tergalico) o tetrameros (&cido
galégico), los dos ultimos menos frecuentes. Los acidos galico y elagico son componentes

esenciales de los taninos hidrolizables, como por ejemplo los elagitaninos de fresas,




frambuesas y zarzamoras. Generalmente los contenidos en estos acidos son bajos a excepcion
de las frutas rojas (Manach & Donovan, 2004).
Los acidos cindmicos o derivados del acido hidroxicinamico, estan ampliamente distribuidos
como conjugados en materias vegetales, incluyendo muchos alimentos y bebidas. Entre ellas,
las frutas rojas constituyen una fuente significativa de estos compuestos. Salvo en el caso de
alimentos procesados, raramente se encuentran como &cidos libres y de forma predominante
aparecen esterificados con acido quinico, tartarico o glucosa. Los mas comunes son los acidos
cafeico, ferulico, sinapico y p-cumarico. Uno de los conjugados mas frecuentes en frutas es el
acido clorogénico, que resulta de la esterificacion de los acidos cafeico y quinico. Asi, el &cido
cafeico, libre o esterificado, constituye el acido fendlico mas abundante en muchas frutas
(Manach & Donovan, 2004).
Algunos contenidos en cidos fenolicos de varias frutas rojas se muestran en la Tabla 2.3.
Tabla 2.3. Contenido en mg/kg de &cidos fendlicos totales en frutas rojas.

Acidos benzoicos Acidos cindmicos

Zarzamora 80-270 15
Frambuesa 60-100 3

Cereza 2.5 180-1150
Grosella 40-130

Fresa 20-90 19-27
Arandano  ---- 2000-2200

Fuente: (Manach & Donovan, 2004).

Taninos hidrolizables. Los taninos hidrolizables resultan de la esterificacion de los acidos
galico y elégico (Figura 2.5). Se distinguen 2 grupos principales; los galotaninos, que son
frecuentes en frutas como el mango, y los elagitaninos, caracteristicos de frutas rojas como las

fresas, frambuesas y zarzamoras (Mé&étta-Riihinen, Kamal-Eldin, & Toérronen, 2004).
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Figura 2.5. Estructura quimica de los acidos galico y elagico

Asi, el zumo de frambuesa puede contener en torno a 41 mg/kg de acido eldgico (Maéatta-
Riihinen et al., 2004). En las zarzamoras, acido elagico llega a constituir hasta el 88 % de los
compuestos fenolicos totales, con niveles comprendidos entre 207 y 244 mg/kg de peso fresco
(de Ancos, Gonzalez, & Cano, 2000). El procesado incrementa el contenido en acido elagico
libre llegando en torno al doble del contenido presente en la fruta fresca. En el caso de la
frambuesa el contenido inicial fue de 8 mg/kg v tras el procesado llegd a 12 mg/kg (Amakura,
Umino, Tsuji, & Tonogai, 2000).

Estilbenos. Los estilbenos tienen un esqueleto basico de 14 carbonos (Ce-C,-Cg) Yy Su
distribucion en alimentos vegetales no es muy amplia (Scalbert & Williamson, 2000). Los
estilbenos con mayor interés nutricional son el resveratrol (3, 5, 4’-trihidroxiestilbeno) y el
piceido (resveratrol-3-O-B-D-glucésido), presentes en uvas y vinos (Figura 2.6). El resveratrol
se encuentra en uvas, zumos de uva y vinos, por lo que estos alimentos van a ser las
principales fuentes de estilbenos en la dieta (Ortiz, Vargas, Madinaveitia, & Veladzquez, 2011).
El resveratrol muestra actividades antitumorales e inhibe reacciones que incrementan el riesgo
de enfermedades coronarias (Manach & Donovan, 2004). Al actuar como antioxidante es
capaz de inhibir la oxidacién de las LDL (Frankel, Waterhouse, & Teissedre, 1995). Un vino
tinto puede contener 200 mg/L de resveratrol (Frankel et al., 1995). Las uvas rojas de la
variedad Napoleodn, contienen 2.4 mg de estilbenos (resveratrol y piceido) por kg de peso

fresco (Cantos, Garcia-Viguera, de Pascual-Teresa, & Tomas-Barberan, 2000).
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Figura 2.6. Estructura quimica de los estilbenos

Los flavonoides constituyen el grupo de compuestos fendlicos méas diverso y ampliamente
distribuido en las plantas. Su estructura basica (flavan) consta de dos grupos fenilo (A y B)
unidos por un puente de tres carbonos que forma un anillo heterociclico oxigenado (anillo C)
(Figura 2.7) (Manach & Donovan, 2004). En funcién de los grados de oxidacion e
insaturacion del anillo heterociclico se pueden diferenciar varias clases de flavonoides y
dentro de cada clase se pueden establecer diferencias en base a la naturaleza y nimero de los
sustituyentes unidos a los anillos (Robards, Prenzler, Tucker, Swatsitang, & Glover, 1999).
Los flavonoides se encuentran a menudo hidroxilados en las posiciones 3, 5, 7, 3, 4’ y 5’
(Tsao, 2010). La presencia o ausencia de un grupo hidroxilo unido a la posicién 3 determina la
subdivision en las dos clases principales de flavonoides; los 3-hidroxiflavonoides (flavanoles,
flavonoles, flavanonoles, flavan-3,4-dioles o0 leucoantocianidinas, antocianidinas,
proantocianidinas o taninos condensados) y los flavonoides no hidroxilados en posicion 3
(flavonas, isoflavonas, flavanonas) (Manach & Donovan, 2004).

La mayoria de los tejidos de la planta pueden sintetizar flavonoides, los cuales se presentan en
forma de glicésidos solubles en las hojas y frutas empleadas en la alimentacion humana. Las
agliconas de los flavonoles y flavonas no se encuentran en el vegetal fresco pero pueden
presentarse como consecuencia del procesado. Los azlcares predominantemente se unen al
nucleo del flavonoide mediante enlace B-glicosidico, preferentemente en posiciéon 3, aunque
las uniones se pueden producir en otras posiciones. Se han identificado mas de 80 azucares

diferentes unidos a los flavonoides; monosacaridos, disacaridos, trisacaridos e incluso




tetrasacaridos (Hollman & Arts, 2000). Los azUcares mas comunes son glucosa, galactosa,
ramnosa, arabinosa, xilosa y acido glucuronico (Manach & Donovan, 2004).

Los principales flavonoles son: quercetina, canferol, miricetina e isoramnetina (Hollman &
Arts, 2000) y algunos de sus glicésidos son la rutina (quercetina-3-O-ramnosilglucésido) y la
hiperina (quercetina-3-O-p-D-galactopirandsido) (Robards et al., 1999). Bebidas, frutas y
verduras son las principales fuentes de estos flavonoides (Scalbert & Williamson, 2000).

Las antocianidinas tienen la estructura bésica del cation flavilio. Seis antocianidinas son
importantes en los alimentos; cianidina, delfinidina, peonidina, pelargonidina, petunidina y
malvidina, contribuyendo a la coloracion de numerosas frutas. En los vegetales frescos,
generalmente se encuentran unidas a azucares dando lugar a los antocianos o antocianinas, que
son responsables de los colores azules, purpuras, rojos y matices intermedios de estas
coloraciones de frutas rojas como cerezas, ciruelas, fresas, frambuesas, zarzamoras, uvas y
grosellas (Clifford, 2000; Scalbert & Williamson, 2000). Los azlcares mas comunes son:
glucosa, galactosa, ramnosa y arabinosa, normalmente unidos a la posicion 3 o a las
posiciones 3y 5, generando diglicésidos (Clifford, 2000).

Las antocianinas constituyen una subclase de flavonoides, y son responsables de las
coloraciones rojiza y azulada encontradas en plantas (Ortiz et al., 2011). La principal fuente de
antocianinas son frutas rojas, principalmente bayas y uvas rojas, cereales, principalmente maiz
morado, vegetales y vino rojo entre las bebidas (Escribano-Baildn, Santos-Buelga, & Rivas-
Gonzalo, 2004; Harbone & Baxter, 1993).

Los antocianos mas comunes en las frutas son los 3-monoglucésidos de cianidina, delfinidina,
peonidina, pelargonidina y petunidina, la cianidina-3-galactosido y la cianidina-3-arabindsido
(Robards et al., 1999). También se encuentran disacaridos de glucosa (soforésidos), de
ramnosa y glucosa (rutindsidos), de xilosa y glucosa (sam bubiosidos) y trisacaridos (Clifford,
2000). Ademas de las glicosilaciones, se pueden encontrar antocianos acilados (Robards et al.,
1999) con é&cidos cinamicos (cafeico, p-cumarico, fertlico y sinapico) y &cidos alifaticos

(acético, malico, maldnico, oxalico o succinico) (Clifford, 2000).




Las antocianinas son consideradas como sustitutos potenciales para los colorantes sintéticos
debido a sus colores atractivos brillantes y solubilidad en el agua que permiten su
incorporacion a sistemas alimenticios acuosos también como posibles beneficios en la salud
humana (Mazza y Miniati, 1993). Recientemente, los investigadores se han enfocado sobre los
beneficios en la salud de estos pigmentos, especialmente su actividad antioxidante (Camire et
al., 2002), actividad antimutagénica (Gasiorowski et al., 1997; Peterson y Dwyer, 1998) y
actividad quimopreventiva (Koide et al., 1997; Zhao et al., 2004), contribuyendo a reducir la

incidencia de enfermedades cronicas.

La fruta tropical més representativa como fuente de antocianos es la granada. Esta fruta
tropical contiene niveles importantes de antocianinas totales como se muestra en la tabla 2.4.
En la tabla 2.4 se observa que el mayor contenido de antocianinas totales, expresado como mg
de cianidina-3-glucésido por gramo de peso seco, fue encontrado en flores y cascara, lo cual
se sugiere estas dos partes del fruto de granada como fuente de antocianinas totales.




Flavonoles
Canferol 5=7=4'=0H
Quercetina 5=7=3'=4'=0OH
Isoramnetina  5=7=4'=0OH 3'=OCH
Miricetina 5=7=3'=4'=5'=0H

Isoflavonas
Flavonas Daidzeina  7=4'=OH
Apigenina  5=7=4'=OH Genisteina  5=7=4'=OH

Luteolina 5=7=3'=4'=0H

Flavanonas
Naringenina 5=7=4'=0OH
Hesperitina 5=7=3'=0OH

Glicosidos deflavanonas
Prunina naringenina-7-glucosido
Naringina naringenina-7-neohesperidésido

Hesperidina hesperitina-7-rutinésido

Figura 2.7. Estructura quimica de los flavonoides

Flavanonoles
Dihidroquercetina 5=7=3'=4'=0H

(Taxifolina) 3

Flavanoles
Catequina 5=7=3'=4'=0OH

Epicatequina 5=7=3'=4'=0H
Epigalocatequina 5=7=3'=4'=5'=0H

Leucoantocianidinas

(Flavan-3,4- dioles)

Antocianidinas
Pelargonidina 5=7=4'=0H
Cianidina 5=7=3'=4'=OH
Peonidina 5=7=4'=0H 3'=0OCH:
Deffinidina ~ 5=7=3'=4'=5'=0OH
Petunidina 5=7=4'=5'=0OH 3'=OCH3s
Malvidina 5=7=4'=0OH 3'=5'=0CHs
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Tabla 2.4. Contenido de antocianinas totales de semilla, hojas, flores y cascara de granada.

Antocianinas totales (expresados en mg

de cianidina-3-glucosido equivalentes

Parte del fruto por g de peso seco)
Semillas 40.84£7.77
Hojas 89.81+7.50
Flores 168.91+3.13
Cascara 102.20+16.42

Fuente: Elfalleh et al. (2012)

La actividad antioxidante de los compuestos polifendlicos se basa en su capacidad
secuestradora de radicales libres (scavengers) y de quelacién de metales (Urquiaga &
LEIGHTON, 2000). Su estructura quimica es la ideal para reaccionar con los radicales libres y
formar un radical intermedio més estable y menos reactivo, ya que la presencia de anillos
aromaticos y grupos hidroxilo permite que se deslocalicen los electrones (Sang et al., 2002).
Los criterios quimicos para establecer la capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos

son (Rice-Evans, Miller, & Paganga, 1996):

o Presencia de un grupo catecol (dihidroxilo en las posiciones 3" y 47) del anillo B, que
confiere estabilidad a la forma radical y participa en la deslocalizacién de electrones.
Esta estructura les confiere la propiedad de quelar metales.

o Presencia de grupos hidroxilo en los carbonos 5y 7 del anillo A.
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o Doble enlace en posicion 2,3 conjugado con el grupo 4-oxo y 3-hidroxi del anillo C,

responsable de la deslocalizacion de electrones desde el anillo B.

De acuerdo con estos criterios, la quercetina seria el flavonoide con mayores propiedades
antioxidantes (Figura 2.8). De hecho, su capacidad antioxidante ha sido ya puesta de
manifiesto (Zhang et al., 2011).

Figura 2.8. Principales grupos implicados en el potencial antioxidante. Amarillo: grupo
catecol, azul: grupo hidroxilo con capacidad quelante de metales, rojo: enlace insaturado

en anillo C, verde: funcién 4-oxo en anillo C.

Ademas de sus propiedades antioxidantes, los polifenoles posen otras actividades biologicas
especificas derivadas o no de su accion antioxidante. Se les atribuyen propiedades
antimicrobianas y antimutagénicas, inhiben in vitro la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) relacionadas con enfermedades coronarias, y protegen el ADN del dafio
oxidativo que tiene graves consecuencias en algunos canceres relacionados con la edad (Barry
Halliwell & Gutteridge, 1999); ademas inhiben la agregacion plaquetaria y presentan efectos
antiinflamatorios (Middleton, Kandaswami, & Theoharides, 2000); se ha descrito que poseen
actividad anticarcinogénica, actuando como inhibidores de procesos cancerigenos (F. Yang et
al., 2001); (Hou, Fujii, Terahara, & Yoshimoto, 2004), actividad antiVIH y actlan como
protectores frente a la peroxidacion lipidica en los globulos rojos (Urquiaga & LEIGHTON,
2000).




Debido a todas estas actividades biologicas y a que son micronutrientes muy abundantes en
nuestra dieta, cada vez cobra mas importancia la implicacion de los compuestos polifenolicos
en la prevencion y tratamiento de enfermedades degenerativas como el cancer o enfermedades
cardiovasculares (Ugartondo, Mitjans, Lozano, Torres, & Vinardell, 2006). Ademas, por sus
caracteristicas  fisico-quimicas  destacan como  candidatos para  aplicaciones
dermofarmacéuticas y alimentarias.

Para que los compuestos fenolicos puedan ejercer su bioactividad, deben ser liberados y
absorbidos en el tracto intestinal, transportados a la circulacion sanguinea y finalmente a los
tejidos. Durante el transporte de los nutrientes de los tejidos a la excrecion final, los
compuestos fendlicos sufren diversas modificaciones durante su absorcion, deposicion,
metabolismo y excrecion, y consecuentemente su bioactividad puede ser modificado
(Velderrain-Rodriguez et al., 2014). Los compuestos fenolicos deben ser liberados de la matriz
del alimento mediante medios mecanicos, quimicos y enzimaticos para facilitar la absorcion a
lo largo del tracto intestinal, particularmente en la seccion superior del intestino delgado
(Figura 2.9). La glicosilacion de los compuestos fenolicos dirige la ruta de su absorcion con
gliconas (transportados por la via del transporte activo) y agliconas (transportados por difusion
pasiva). Después de la absorcién, la mayoria de los compuestos fenélicos son transformados
por el sistema de desintoxicacion en los enterocitos y el higado para la excrecién en la bilis,
heces y orina (Velderrain-Rodriguez et al., 2014).

Wang, Dong, and Xiu (2008) reportaron la distribucion del resveratrol en diferentes tejidos de
ratas despues de una hora de la administracion oral de 20 mg/kg de extracto de Polygonum
cuspidatum (Figura 2.10). Este trabajo confirma que los compuestos fenolicos son pobremente

biodisponibles con una baja absorcion en el intestito delgado.
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The gastrointestinal fate of polyphenols

7. Colonic catabolites are further metabolized
at hepatic level producing
glucuronidated, methylated and sulphated
metabolites. Some compounds may undergo
enterohepatic circulation.
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Figura 2.9. Destino de los compuestos fenélicos después de su ingestion.
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Figura 2.10. Distribucion del resveratrol en organos de ratas después de una hora de
ingestion de 20 mg/kg de extracto de Polygonum cuspidatum. nd: no detectado.
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> Fibra dietética

La definicion de fibra alimentaria o dietética es frecuentemente controvertida ya que entre los
especialistas en este tema no termina de existir unanimidad de criterios. La razon estriba en
que no se trata de un solo componente de los alimentos, sino de un conglomerado de varios, y
no estd delimitada la inclusién o exclusion de algunos. Incluso desde una perspectiva mas
amplia, existen materiales fibrosos de plantas, tales como algoddn, madera, etc. que son
completamente indigeribles por el hombre y no son fibra alimentaria humana, aunque son
materiales fibrosos, en apariencia (Heredia, Jimenez, Ferndndez-Bolafios, Guillen, &
Rodriguez, 2002).

Se cree que Hipsley, en 1953, fue el primer investigador que aplicé el término fibra
alimentaria para describir los constituyentes no digeribles que forman la pared celular vegetal.
Entre 1972 y 1976 Trowell, Burkitt, Walker y Painter (Burkitt, Walker, & Painter, 1972; H_
Trowell, 1976) adoptaron el término acufiado por Hipsley y fueron desarrollando una serie de
hipétesis acerca de las propiedades saludables de la fibra alimentaria, a la que definieron como
los restos de plantas comestibles resistentes a la digestién por enzimas humanas, en la cual
incluirian como componentes a la celulosa, hemicelulosas, lignina y sustancias minoritarias
asociadas, tales como las ceras, cutina, y suberina. Las hipétesis de fibra alimentaria
postulaban la relacion inversa existente entre su consumo regular y la incidencia de cancer de
colon y enfermedad cardiovascular. En 1976, la definicidn se revisé para incluir ademas de los
componentes mencionados las gomas, celulosas modificadas, mucilagos y pectinas y
oligosacaridos (DeVries, Prosky, Li, & Cho, 1999; Gray, 2006).

El concepto mas generalizado de fibra alimentaria es el que se refiere al conjunto de
polisacéridos y lignina de la dieta que no son digeridos por las secreciones enddgenas del
tracto digestivo humano (Hugh Trowell et al., 1976). Esta definicion significa que la pared
celular de frutas, verduras, legumbres y cereales constituye casi toda la fibra de la dieta
(McDougall, Morrison, Stewart, & Hillman, 1996; R. Selvendran & Robertson, 1994).




En la actualidad, tanto en las bases de datos como en el etiquetado de los alimentos se manejan
cinco conceptos de fibra alimentaria que dependen del método analitico empleado
(Charrondiere, Chevassus-Agnes, Marroni, & Burlingame, 2004):

-Fibra alimentaria total analizada por el método de la AOAC (basado en la indigestibilidad de
los componentes). Este método puede medir casi completamente los polisacaridos no-almidén
(PNA), la lignina, almidon resistente y residuos no-especificos. EI método de referencia de la
AOAC es el método enzimatico-gravimétrico de Prosky et al. (1984) y sus modificaciones.
-Polisacaridos no-almidon (PNA) analizados por el método de Englyst (Englyst, Quigley, &
Hudson, 1994). El valor de PNA no incluye lignina, ceras, cutina y almidon resistente.

-Fibra alimentaria total por diferencia: calculada como 100 — (humedad + proteina + grasa +
cenizas + carbohidratos disponibles). Este calculo incluye bajo el término de FA total al
almidon resistente. Este céalculo es raramente utilizado.

-Fibra alimentaria total analizada por el método de Southgate (Southgate, 1969).

Este método es, actualmente, poco utilizado aungue se puede encontrar en la 52 edicién de las
tablas de composicion de alimentos britanicas y en las tablas de composicion de alimentos de
Grecia (1992). Consiste en colorimetrias que analizan PNA, lignina y algo de almidon.

-Fibra bruta analizada por el método de Weende, es la suma de sustancias resistentes a la
hidrolisis con &cido seguida de hidrdlisis con alcali. Este método incluye parte de lignina,
celulosa y hemicelulosas. Se utiliza en algunas bases de datos de composicién de alimentos,
pero principalmente en el analisis de alimentos para animales.

-Fibra neutro detergente (FND) y fibra acido detergente (FAD). ElI método para medir FAD
lo desarrollé (Van Soest, 1963)Van Soest (1963a, b) y en 1967, Van Soest y Wine propusieron
el método para obtener un residuo insoluble (FND). El inconveniente mas importante es que

no se determina la fraccién soluble de la fibra.

Las definiciones mas recientes emanan de la American Association of Cereal Chemists, del

US Institute of Medicine, de la Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments, del




Codex Alimentarius Commission y del Health Council of The Netherlands. Estas definiciones

incluyen el efecto fisiologico de la fibra alimentaria, aunque con diverso énfasis (Gray, 2006):

American Association of Cereal Chemists (AACC, 2001). La fibra alimentaria es la parte o
partes comestibles de las plantas o carbohidratos analogos que son resistentes a la digestion y
absorcion en el intestino delgado y que fermentan completa o parcialmente en el intestino
grueso.

La fibra alimentaria incluye polisacéridos, oligosacéridos, lignina, y sustancias asociadas. La
fibra alimentaria promueve efectos fisioldgicos beneficiosos incluyendo laxacion, y/o
atenuacion del colesterol sanguineo, y/o atenuacion de la glucosa en sangre (DeVries et al.,
1999). Esta definicion la adopta como oficial la Association of Oficial Analytical Chemists
Internacional (AOAC) (McCleary, 2003).

The US Institute of Medicine (2002). En sus referencias alimentarias de ingestas de energia,
carbohidratos, fibra, grasa, proteinas y amino&cidos, utiliza los siguientes conceptos: “fibra
funcional” (carbohidratos no digeribles aislados que tienen efectos fisioldgicos beneficiosos en
el ser humano), “fibra alimentaria” (carbohidratos no digeribles y lignina que proceden
directamente del tejido de los vegetales). Estos conceptos han sido adoptados por la Food and
Nutrition Board of the US Institute of Health (McCleary, 2003).

Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA, 2002).

Segun este organismo la fibra alimentaria consiste en:

- Polimeros de carbohidratos (grado de polimerizacion >3) de origen vegetal y lignina u otros
componentes no-carbohidratos, como polifenoles, ceras, saponinas, cutina, fitatos,
fitoesteroles.

- Polimeros de carbohidratos (grado de polimerizacion > 3) que han sido procesados fisica,

enzimatica o quimicamente, o que han sido sintetizados.




La fibra alimentaria, por otra parte, no puede ser digerida ni absorbida en el intestino delgado,
y al menos debe tener una de las siguientes propiedades: estimular la fermentacion colodnica,
reducir los niveles de colesterol prepandrial o reducir los niveles de glucosa en sangre y/o

niveles de insulina postpandrial.

Codex Alimentarius Commission (CAC, 2006). En su opinion el concepto de fibra
alimentaria coincide con lo sefialado por el organismo anterior. Afiade ademas que cuando los
polisacéridos estan en el tejido vegetal, la fibra alimentaria puede incluir fracciones de lignina
y/u otros componentes que estan asociados a dichos polisacaridos en la pared celular y que de
hecho se pueden cuantificar por el método gravimétrico de la AOAC. Las fracciones de
lignina y/u otros componentes, es decir, fracciones proteicas, compuestos fenolicos, ceras,
saponinas, fitatos, cutina, fitoesteroles estan intimamente asociados a los polisacéridos. En
este caso estas sustancias estan incluidas en la definicion de fibra alimentaria porque pueden
proporcionar un efecto beneficioso adicional.

Sin embargo, cuando estos compuestos se afiaden a un alimento que contiene polisacaridos no
digestibles, no pueden ser considerados como fibra porque no se encuentran estrechamente

asociados, tal y como se indicaba anteriormente.

Health Council of The Netherlands (2006). La fibra alimentaria es un conjunto de sustancias
que no se digieren ni se absorben en el intestino delgado humano, que tienen estructura
quimica de carbohidratos, compuestos andlogos a estos y lignina y sustancias relacionadas.

La terminologia que diferencia fibra soluble e insoluble permite una atil y sencilla
categorizacion de la fibra alimentaria con diferentes propiedades fisiologicas.
Tradicionalmente se emplea el término fibras solubles porque muchas de ellas forman geles
viscosos en el intestino delgado (pectinas y B-glucanos) y afectan principalmente a la
absorcion de glucosa y grasa. Por otro lado, las fibras con una gran influencia en el
funcionamiento del intestino grueso, son las fibras insolubles (celulosa y lignina). Por otra

parte, la clasificacion en soluble e insoluble también tiene un significado analitico.




El origen fundamental de la fibra alimentaria es la pared celular de los vegetales, que consiste
en una serie de polisacaridos, a menudo asociados y/o sustituidos con proteinas y compuestos
fenolicos en algunas células, junto con el polimero fendlico lignina (Figura 2.11). Este origen
tiene una importancia evidente, ya que sus componentes serdn los constituyentes de la fibra
alimentaria, y ademas las estructuras y enlaces que presenta determinardn los efectos
fisioldgicos (Knudsen, 2001; R. R. Selvendran & Verne, 1990).

CELULA 1

Pared primaria

Las tres capas de
la pared secundaria

Limina media

Capas de la pared celular:
Lamina media
Pared primaria T \:

Citosol —————— |~ \
Membrana plasmatica \

Pared secundaria 1 b

Figura 2.11. Estructura y partes de la pared celular, origen fundamental de la fibra

alimentaria.

La fibra alimentaria tiene efectos beneficiosos sobre la salud humana, asi que es
recomendable, y se ha de promover por los profesionales de la alimentacion y de la nutricion,
el consumo de alimentos ricos en fibra tales como los cereales, legumbres, frutas y verduras.
Las poblaciones que consumen mas fibra alimentaria sufren menos enfermedades cronicas, ya
que esta tiene efectos beneficiosos sobre los factores de riesgo que desarrollan algunas de las
mismas. Se recomienda el consumo de 14 g de fibra dietética por cada 1000 kcal, o 25 g al dia
para mujeres adultas y 38 g para hombres adultos, datos basados en estudios epidemiologicos
que mostraron proteccion frente a enfermedades cardiovasculares (American Dietetic
Association, 2008).




Un factor de interés en relacion con el valor nutritivo de la fibra es que, si bien la mayor parte
de los componentes son por si mismos indigeribles, por fermentacion bacteriana se convierten
parcialmente en acidos grasos volatiles que pueden ser absorbidos por el intestino (Heredia
Moreno & Fernandez Diez, 1979).

La fibra alimentaria afecta a muchos procesos del sistema gastrointestinal, desde la ingestion
hasta la excrecidn, pero es en el intestino delgado donde méas se manifiesta.

En general, los polisacaridos mas viscosos, como las pectinas y gomas, reducen la absorcion
de nutrientes, mientras que los componentes mas insolubles tienen poco efecto en la misma.
La masa bacteriana que se produce a partir de las fibras fermentables (sustancias pécticas),
unida a los residuos de las poco fermentables (celulosa y hemicelulosas) y al agua retenida por
las mismas, son las que originan el aumento de la masa fecal (Lefebvre, Thébaudin, Tirilly, &
Bourgeois, 2002).

En consecuencia, la fibra puede modificar muy directamente y disminuir la digestibilidad de
las proteinas, junto con lipidos y ciertos minerales (Kritchevsky, 1988).

Generalmente se acepta que una dieta rica en fibra alimentaria, particularmente en fibra
soluble, es util en el control de la concentracion de glucosa en plasma en individuos diabéticos
(Gray, 2006).

Los acidos grasos de cadena corta, acetato y propionato, producidos en la fermentacion de la
fibra alimentaria regulan el metabolismo de la glucosa, ya que disminuyen la glucosa
postprandial y la respuesta insulinica (Peris, Lesmes, De la Cuerda Compes, & Alv, 2002).

La produccion de &cidos grasos de cadena corta por la fermentacién de la fibra soluble en el
colon contribuye a reducir la sintesis de colesterol hepatico (Anderson & Hanna, 1999) ya que
estan implicados en el metabolismo intermediario hepatico y puede regular el metabolismo de
la glucosa y los lipidos. El 4cido propionico, uno de estos acidos de cadena corta, disminuye la
sintesis del colesterol hepatico por inhibicion de la actividad de la hidroximetilglutaril
coenzima-A (Peris et al., 2002).

La fibra alimentaria disminuye el tiempo de transito intestinal, previene el endurecimiento de

las heces y retiene agua (Gray, 2006).




Los efectos fisioldgicos de la fibra alimentaria en el colon dependen de los componentes que
la constituyen. La fibra insoluble presenta efectos mecanicos que implican el acortamiento del
tiempo de transito intestinal, mientras que la fibra soluble tiene efectos sistémicos (Bennett &
Cerda, 1996).

La fibra alimentaria puede presentar un papel en el cancer de colon, y también se le atribuye
en la reduccion del riesgo de otras enfermedades cronicas del aparato digestivo (Gray, 2006;
Scheppach et al., 2004).

En la literatura se ha reportado diversos estudios respecto al contenido de fibra dietética total,
fibra dietética soluble y fibra dietética insoluble en frutas tropicales (tabla 2.5). En la tabla 5 se
observa que el mango tiene el mayor contenido de fibra dietética (total, soluble e insoluble) a
lo reportado por otros autores (Gorinstein et al., 2011; Maria do Socorro et al., 2011; Ramulu
& Rao, 2003; Redondo-Cuenca, Villanueva-Suarez, & Mateos-Aparicio, 2008). Esto indica
que el mango como fruta tropical es una buena fuente de fibra dietética para el ser humano.

Tabla 2.5. Contenido de fibra dietética total, soluble e insoluble en algunas frutas

tropicales.
Fibra Fibra Fibra
dietética soluble insoluble
total (g/100
9) (9/100 g) (9/100 g)

Durian, Salak, 2.9-6.2 1.2-2.1 1.7-4.1 Gorinstein et al., 2011.
mangostan,
mango, Kiwi,
aguacate.
Mango 87.57 9.05 78.52 Al-Sheraji et al., 2011

Semillas de soja ~ 24.36-55.48 3.5-4.71 20.86-50.77  Redondo-Cuenca et al.,
y pulpa de soja. 2008.
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Acai 71.22 2.75 68.49 Rufino et al., 2011.

Sandia, melon, 0.6-2.8 0.3-2.3 0.3-1.3 Punna et al.,2003
naranja, uva,

cereza, pera,

platano, mango,

fresa, papaya,

pifia, ciruelay

manzana.

> Carotenoides

Los carotenoides son compuestos lipéfilos, responsables de las tonalidades rojas, anaranjadas
y amarillas de muchas frutas y verduras (Rao & Rao, 2007). Son pigmentos organicos
ampliamente distribuidos en la naturaleza, se encuentran en plantas y otros organismos
fotosintéticos y no fotosintéticos como algas, levaduras, bacterias y animales. Los humanos y
animales no pueden sintetizarlos; sin embargo, son capaces de absorberlos con modificaciones

en su estructura béasica (Arango, 2006) .

La principal funcién de los pigmentos carotenoides, tanto en vegetales como en bacterias, es
captar energia luminosa, energia que es luego transferida a las clorofilas para ser transformada

durante la fotosintesis (Morillo Coronado, 2009).

Debido a la presencia en su molécula de un cromdforo consistente total o principalmente en
una cadena de dobles enlaces conjugados (Figura 2.12) proporcionan a frutas y verduras
colores amarillos, anaranjados y rojizos. Los carotenoides siempre acompafian a la clorofila en
una relacion de tres a cuatro partes de clorofila por una parte de carotenoide. Estos pigmentos
se encuentran en los cloroplastos de tejidos verdes, donde estan enmascarados por la clorofila

hasta que el tejido envejece (A. Meléndez-Martinez, Vicario, & Heredia, 2007).




Entre todos los pigmentos presentes en los organismos vivos, no hay duda de que los
carotenoides son, después de las clorofilas, los mas ampliamente distribuidos en la naturaleza.
Estos compuestos liposolubles se localizan en las células vegetales, en el interior de organulos
especializados, cloroplastos y cromoplastos (Kopsell & Kopsell, 2006). El contenido en
carotenoides de las frutas aumenta durante la maduracion, si bien parte de la intensificacion
del color se debe a la pérdida de clorofila (A. J. Meléndez-Martinez, Vicario, & Heredia,
2004). En el caso de los frutos maduros, se acumulan en los plastoglobulos de los
cromoplastos en forma masiva y es donde la diversidad estructural alcanza un mayor grado
(Sanchez, 2008). Actualmente se han identificado mas de 600 carotenoides en la naturaleza
(Krinsky & Johnson, 2005).

Hasta hace pocos afios, gran parte de la importancia nutricional de estos pigmentos ha
radicado en el hecho de que algunos de ellos poseian actividad provitaminica A, recientemente
se ha puesto de manifiesto que la relevancia de estos compuestos va mas alla, al haberse
demostrado que juegan un papel importante en la prevencion de diversas enfermedades

degenerativas en humanos (Morillo Coronado, 2009).

La estructura de un carotenoide determina que funciones bioldgicas pueda tener. Su patrén
distintivo de enlaces dobles y simples en su estructura es lo que les permite absorber excesos
de energia de otras moléculas, mientras que la naturaleza de sus grupos terminales tiene una

influencia en su polaridad (Swaminathan & Madavalappil, 2013).

Quimicamente la mayoria de los carotenoides son tetraterpenoides (Terpenos superiores),
compuestos de 40 atomos de carbono formados por ocho unidades isoprenoides (Cs) unidas de
forma que la secuencia se invierte en el centro de la molécula. Es decir, la uniéon de dichas
unidades es “cabeza-cola”, excepto en el centro de la molécula, donde es “cabeza-cabeza”.
Debido a ello, los dos grupos metilo centrales de la cadena poliénica estan separados por seis
atomos de carbono, mientras que el resto estdn separados por cinco (Figura 2.12) (A.
Meléndez-Martinez et al., 2007).
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Figura 2.12. Estructura de los carotenoides

La mayoria de los carotenoides se derivan de una cadena de polieno de 40 carbonos, lo que
podria ser considerado como el esqueleto de la molécula. Dichos pigmentos tienen una larga
cadena central de dobles enlaces conjugados, formados por hidrogenacion, deshidrogenacion,
ciclizacién, oxidaciéon o alguna combinacién de estos procesos. Esta cadena puede ser
terminada por grupos extremos ciclicos (anillos) y puede ser complementado con grupos
funcionales que contienen oxigeno (hidroxi, metoxi, carboxi, oxo, aldehido y epdxido) (Hurst,
2002).

En la naturaleza, los carotenoides son predominantemente presente en la configuracion all-
trans (Lessin, Catigani, & Schwartz, 1997). Las estructuras de algunos carotenoides

comUnmente encontrados en alimentos se muestran en la figura 2.13.
Los carotenoides se clasifican de acuerdo a su estructura de la siguiente manera:

a) Carotenos, son carotenoides hidrocarbonados. Pueden ser acidos o poseer un anillo de
5 a 6 carbonos unido a uno o ambos extremos de la molécula. ejemplo B-caroteno
(Fennema, 2000).

b) Xantofilas, son carotenoides oxigenados derivados de los hidrocarbonados,
frecuentemente contiene grupos funcionales oxigenados, ejemplos de estos compuestos
son, zeaxantina y luteina (hidroxi), espirilloxantina (metoxi), equinenona (oxo), y
anteraxantina (epoxi) (Fennema, 2000).

c) Apocarotenoides, carotenoides que tienen cadenas de carbonos mas cortos, ejemplo
Bixina (30 carbonos) (Hurst, 2002).
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Figura 2.13. Estructuras de los principales carotenoides presentes en los alimentos
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Una de las funciones fisioldgicas méas importantes de carotenoides en la nutricion humana es
la de actuar como precursores de la vitamina A. Compuestos carotenoides pro-vitamina A
apoyan el mantenimiento de la salud, diferenciacion de células epiteliales, el desempefio

reproductivo normal, y las funciones visuales (Combs & Gray, 1998).

Ambos carotenoides provitamina A (B-caroteno, a-caroteno y B-criptoxantina) y no pro-
vitamina A (luteina, zeaxantina y licopeno) funcionan como captadores de radicales libres,
mejoran la respuesta inmune, inhiben el desarrollo del cancer, y protegen tejidos del ojo
(Yeum & Russell, 2002).

Los seres humanos no pueden sintetizar carotenoides y, por lo tanto, tienen que depender de
fuentes de la dieta para proporcionar niveles suficientes. Las frutas y vegetales son fuentes
primarias de carotenoides en la dieta humana y su consumo se ha asociado con numerosos

beneficios para la salud (Mortensen, Skibsted, & Truscott, 2001).

Los carotenoides pueden reducir el riesgo de enfermedad cardiovascular a través de
reducciones en la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad y el estrés oxidativo en las
localizaciones de formaciones de placa. Estudios recientes han establecido una relacion entre
el aumento del consumo de frutas y verduras que son ricas en carotenoides con menores
incidencias de mortalidad relacionadas con las enfermedades cardiovasculares. Los estudios
de cohorte que implican un cuestionario de frecuencia alimentaria y los datos de carotenoides
en suero (sanguineo) han establecido los efectos preventivos de los carotenoides de la dieta
sobre las enfermedades cardiovasculares en estudios separados de las poblaciones de Italia
(Tavani, Gallus, Negri, Parpinel, & La Vecchia, 2006), Japon (Ito et al., 2006), Europa
(Buijsse et al., 2005) y Costa Rica (Kabagambe, Baylin, Ascherio, & Campos, 2005). La
reduccion de enfermedades cardiovasculares se asocia principalmente con el aumento de la

ingesta de a-caroteno, B-caroteno y B-criptoxantina (Kopsell & Kopsell, 2006).

Los carotenoides pueden inhibir la proliferacién celular, transformaciones de células, y

modular la expresion de genes determinantes en la prevencion de ciertos tipos de canceres.




Hay una gran cantidad de investigacion sobre los efectos anticancerigenos de los carotenoides
individuales en tipos especificos de canceres. Los datos de los estudios de cohorte muestran
efectos protectores de la ingesta de B-caroteno contra el riesgo de canceres relacionados con el
tabaco en los no fumadores, sin embargo, B-caroteno puede aumentar los riesgos de cancer

entre los fumadores (Touvier, Kesse, Clavel-Chapelon, & Boutron-Ruault, 2005).

Los efectos protectores de los carotenoides contra los canceres de pulmon son diferentes entre
los sexos, los hombres se benefician mas por el aumento de la ingesta de carotenoides (Ito et
al., 2005). Una mayor ingesta de carotenoides también puede reducir el riesgo de ciertos

linfomas (Kelemen et al., 2006).

En tanto que, los efectos preventivos del licopeno en el cancer de préstata no son claras, los
resultados positivos se han demostrado in vivo, pero los ultimos resultados de los ensayos de
deteccion muestran que los niveles de licopeno no se asociaron con el riesgo de cancer de
préstata (Kirsh et al., 2006). Por otra parte, la luteina y la zeaxantina son dos de los siete
carotenoides principales encontrados en el suero sanguineo humano, sin embargo, ellos son los

Unicos carotenoides presentes en la retina y el cristalino (BONE et al., 1997).

Existen pocos estudios acerca de la actividad antioxidante de carotenoides en frutas tropicales;
en la tabla 2.6 se observa algunos estudios de actividad antioxidante de carotenoides, segin los
objetivos del investigador estan expresados de diferente manera ya sea por porcentaje de

actividad, umol equivalente a Trolox o mg equivalente a acido ascérbico.

En la tabla 2.7 se muestran algunos carotenoides de principal importancia en la dieta humana
gue han sido identificados y cuantificados en muestras de alimentos usualmente consumidos y

en algunas frutas tropicales como el Murici o el Acai que son de consumo no convencional.




Tabla 2.6. Actividad antioxidante de carotenoides en frutas y vegetales.

Alimento | Nombre cientifico Actividad antioxidante Autores
DPPH ABTS FRAP
Dabai Canarium 30.5+ 1% de 44.5+0.3% de Prasad et al.
odontophyllum Mig | actividad actividad (2011).
Maiz Zea Mays L 0.650+0.020 Kljak y
umol ET/g Grbesa
Bc 354 (2014).
Maiz Zea Mays L 0.587+0.017 Kljak y
umol ET/g Grbesa
Bc 394 (2014).
Mamey Pouteria sapota 8.700 £2.38 mg | --- 3.465+0.407 mg Yahia et al.
Jacq. AA/100 g AA/100 g (2011a).
Zapote Diospyros digyna 2.2+0.7 mg Yahia et al.
negro Jacq AA/100 g (2011b).

*AA= equivalente a &cido ascorbico; ET= equivalente a Trolox.

Fulas tropicales de la Teninsula de Yecatdn come alinente. ..




Tabla 2.7. Principales carotenoides identificados en frutas y verduras.

Carotenoide Contenido Autores

identificado

Nombre cientifico

Luteina 17.3+1.2 uglg Mariutti et al.
(2013)
Murici (Pulpa) Byrsonima crassifolia  (all-E)-zeaxantina 3.5+0.2 ug/g
Acai Euterpe precatoria p-caroteno 221.5+25.1 pglg Kang et al.
Mart. (2012).
(Pulpa) Licopeno 186.5 + 14.2 pg/g
Luteina 483.0 + 37.8 ng/g
Naranja Luteina 53.55 + 4.69 ug/100 g Cortés et al.
(2004).
(Jugo) B-cryptoxantina 118.31 +3.61 pug/100 g
B-caroteno 20.63 +3.12 pg/100 g
Naranja-Zanahoria Luteina 38.56 +1.69 ug/100 g Cortés et al.
(2004).
(Jugo) B-cryptoxantina 36.80 +2.18 ug/100 g
Daucus carota L. B-caroteno 2253.27 + 13.55 ug/100 g
Pimentdn rojo, Piment6n Luteina 143.70+3.98, 21.39+ 1.17 ug/g  Park et al. (2014).

amarillo.

Capsicum annuum L.

Capsicum annuum L.

B-cryptoxantina

2.02+ 0.20, 27.86+1.15 pglg

Capsantina

3.21+0.16, 66.45+1.99 pg/g

Lechuga, Brocoli, Mango

Lactuca sativa L.
Brassica oleracea L.

Magnifera indica L.

Luteina

123.9+8.8, 1.9+0.3, ND pg/g

B-cryptoxantina

ND

B-caroteno 225.7+40.4, 1.2+0.2, 49.849.8
Ha/g
Licopeno ND

Burns et al.
(2003).

ND= No detectado

Fudtas trapicales de la Terinsula de Yucatdn come alimente... RN




> Vitamina C

Es un compuesto blanco, cristalino o levemente amarillo, inodoro que se oscurece de manera
gradual cuando se expone a la luz (Gennaro, 2003). Cuando el acido ascérbico es seco, se
caracteriza por su estabilidad al aire pero en solucion se deteriora con rapidez en presencia de
aire. Asimismo, este compuesto muestra un punto de fusion de alrededor de 190 °C. Es soluble
en 1 g por 3 mL de agua o 40 mL de alcohol, insoluble en cloroformo, éter o benceno. En la
naturaleza se puede encontrar en su forma reducida y en su forma oxidada (Gennaro, 2003).

Los nombres quimicos de la vitamina C son Acido Ascdrbico y escorbato. Estructuralmente es
una lactona de seis carbonos la cual se sintetiza a partir de la glucosa en muchos animales. La
formula empirica del acido L-ascérbico es C¢HgOg con peso molecular 176.12 y su formula

estructural se muestra en la Figura 2.14.

Figura 2.14. Estructura molecular del &cido L-ascorbico (C: atomos de carbono, O: atomos
de oxigeno, Or: atomo de oxigeno del anillo, H: atomo de hidrogeno). Fuente: Xammar Oro

and Donnamaria (2006).

La vitamina C es sintetizada en el higado de algunos mamiferos y en el rifion de aves y
reptiles. Sin embargo, varias especies, incluyendo los humanos, los primates no humanos, los
murciélagos indios, entre otros, no son capaces de sintetizar la vitamina C. Cuando no hay

suficiente vitamina C en la dieta, los humanos sufren una enfermedad potencialmente letal




[lamada escorbuto (WHO, 2004). El 4cido ascérbico tiene un carbono con actividad optica y la

accion contra el escorbuto reside en la accion del isémero L (Goodman & Gilman, 2002).

El acido ascérbico se oxida rapidamente, especialmente en la presencia de iones metalicos
como el cobre, hierro, alcalis y enzimas oxidativas (Van Way, Ireton-Jones, & Pinto, 2005); la
exposicion a la luz y el calor causa su degradacion (Drug Information for the Health Care
Professional, 1997).

La vitamina C en un donador de electrones (agente reductor o antioxidante), y probablemente
todas sus funciones bioquimicas y moleculares pueden deberse a esta propiedad (WHO, 2004)
La vitamina C es necesaria para la sintesis de colageno, un importante componente estructural
de los vasos sanguineos, tendones, ligamentos, y huesos. La vitamina C, también desempefia
un papel importante en la sintesis de los neurotransmisores, la norepinefrina. Los
neurotransmisores son fundamentales para la funcion cerebral y se sabe que afectan el estado
de animo. Ademés, la vitamina C es necesaria para la sintesis de carnitina, una pequefia
molécula que es esencial para el transporte de grasa a organulos celulares llamados
mitocondrias, para la conversion a energia (WHO, 2004).

Investigaciones recientes también sugieren que la vitamina C estd involucrada en el
metabolismo de colesterol a los acidos biliares, que puede tener consecuencias para los niveles
de colesterol en la sangre y la incidencia de calculos biliares (Tortora & Derrickson, 2007).

El &cido ascorbico funciona como un cofactor en diversas reacciones de hidrolizacion y
amidacion. De este modo, se requiere para facilitar la conversion de algunos residuos de
prolina y lisina que se encuentran en la procolagena, para la sintesis de colageno (Braunwald,
2002).

Una enfermedad comdn en la deficiencia de vitamina C, es la anemia. Las propiedades
antioxidantes de esta vitamina pueden estabilizar el folato en la comida y en el plasma (WHO,
2004). Este efecto puede ser alcanzado con la cantidad de vitamina C obtenida de la dieta. Sin

embargo, la cantidad de ésta requerida para aumentar la absorcion de hierro es de 25 mg como




minimo y depende de la cantidad de inhibidores de esta vitamina en la comida, como los
polifenoles.

Las frutas citricas y jugos son particularmente ricas fuentes de vitamina C, pero otras frutas
incluyendo sandia, mel6n, guindas, kiwi, mango, papaya, fresas, toronja, tomates contienen
cantidades variables de vitamina C. En la figura 2.15 se observa que la céascara fresca o
cascara seca de camu-camu (en diferentes estados de maduracidon), un fruto tropical producido
en Brasil, muestran niveles considerables de vitamina C, lo que sugiere que las frutas nativas
de varias regiones pueden ser una excelente fuente de este compuesto bioactivo y que pueden
ser aprovechadas para dar valor agregado.
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Fuente: (Villanueva-Tiburcio, Condezo-Hoyos, & Asquieri, 2010).

Figura 2.15. Contenido de acido ascérbico en la cascara de camu-camu en estado fresco y

Seco.

Por otra parte, se sabe que diariamente, un adulto necesita 90 mg de vitamina C para un
hombre y 75 mg maximo para una mujer. Estas dosis pueden variar de acuerdo a otros
condicionantes o necesidades especiales. Asi las mujeres deben aumentar las dosis de

consumo de esta vitamina durante el embarazo y la lactancia (INCAP, 2002).




En la tabla 2.8, se reporta la cantidad requerida para saturar la mitad de los tejidos humanos

con vitamina C en el 97.5% de la poblacion.

Tabla 2.8. Cantidades requeridas de Vitamina C en mg/dia

INFANTES Y NINOS mg / dia ‘
0 — 6 meses 25

7 —12 meses 30

1 -3 afios 30

4 — 6 afios 30

7 -9 afnos 35
ADOLESCENTES mg / dia
10 — 18 afos 40
ADULTOS mg / dia
19 - 65 afios 90
65y mas 90
Mujeres Embarazadas 100
Mujeres Lactando 120

Fuente: (WHO, 2004).

Segun la FDA (Food and Drug Administration), para que la Vitamina C provea una proteccion
antioxidante, la Dosis Dietética Recomendada (Recommended Dietary Allowance), RDA, es
de 90 mg/dia para adultos hombres y de 75 mg/dia para mujeres adultas, considerando una
minima excrecién de ascorbato por medio de la orina. Sin embargo, fumar, implica un
aumento diario de aproximadamente 35 mg/dia. El nivel superior de consumo de Vitamina C
es de 2 g/dia, concentracion a la cual, los efectos adversos son la diarrea osmética y disturbios
gastrointestinales.

Fudtas trapicales de la Terinsula de Yucatdn come alimente. . .



2.3. Los radicales libres.

2.3.1. Concepto y generalidades

Los electrones en los 4&tomos y moléculas ocupan las regiones del espacio conocidas como
orbitales, en donde cada orbital puede contener un maximo de dos electrones. Por ejemplo, los
dos electrones que forman un enlace covalente ocupan el mismo orbital, pero tienen espines
opuestos. Si un orbital contiene s6lo un electrdn, se dice que el electron estd desapareado. Un
radical libre se define como cualquier especie que contiene uno o mas electrones no apareados
(Avello & Suwalsky, 2006).

En una definicion mas clara y amplia, los radicales libres son &tomos o grupos de atomos que
tienen un electrén desapareado o libre por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un
electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez
que el radical libre ha conseguido sustraer el electrén que necesita, la molécula estable que se
lo cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electrén desapareado,
iniciandose asi una verdadera reaccion en cadena que destruye las células del organismo. La
vida media bioldgica del radical libre es de microsegundos, pero tiene la capacidad de
reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran dafio a moléculas,
membranas celulares y tejidos. Los radicales libres no son intrinsecamente deletéreos; de
hecho, nuestro propio cuerpo los produce en cantidades moderadas para luchar contra

bacterias y virus (Avello & Suwalsky, 2006).

Estas acciones se dan constantemente en las células de nuestro cuerpo, proceso que debe ser
controlado con una adecuada proteccion antioxidante. EI problema para la salud se produce
cuando nuestro organismo tiene que soportar un exceso de radicales libres durante afios,
producidos mayormente por contaminantes externos, que provienen principalmente de la
contaminacion atmosférica, el humo de cigarrillos, el consumo de aceites vegetales
hidrogenados tales como la margarina y el consumo de acidos grasos trans como los de las
grasas de la carne y de la leche, los cuales producen distintos tipos de radicales libres en

nuestro organismo (Finkel & Holbrook, 2000).




El término radical libre y especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) son
comunmente usados simultaneamente, sin embargo, el termino ROS es referido a un numero
de moléculas quimicamente reactivas derivadas del oxigeno (O,) (MacFarlane, Wilkerson,
Lovett-Barr, & Mitchell, 2008).

2.3.2. Especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno.

Entre las especies reactivas (Tabla 2.9) cabe destacar los radicales libres, especies dotadas de
propiedades paramagnéticas que las convierte en compuestos altamente inestables y de gran
reactividad (Gilbert, 2000; Barry Halliwell, 2005) y los no radicales, especies quimicas que
por si mismas no son reactivas pero en presencia de metales de transicion (hierro y cobre) u
otros radicales generan radicales libres altamente reactivos (Nordberg & Arner, 2001). Todos
ellos se agrupan con el nombre de especies reactivas del oxigeno (ROS) o del nitrégeno
(RNS).

Tabla 2.9. Especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno.

Radicales No Radicales
0,* Radical superéxido H,0, Peroxido de hidrégeno
ROS *OH Radical hidroxilo '0,  Oxigeno singlete

*O0OH Radical hidroperoxilo O3 Ozono

NO® Radical 6xido nitrico NO Oxido nitrico
RNS ONOOQ' Peroxinitrito
NO Anion nitroxilo

La toxicidad de las ROS viene determinada desde el punto de vista quimico, por cuatro
caracteristicas basicas, como son: reactividad, especificidad, selectividad y difusibilidad. Los

tres componentes con mayor capacidad de difusiéon son 0,*” < H,0,< OH®, lo que hace que




sean capaces de reaccionar con moléculas que se encuentran alejadas del lugar de origen

incluso con capacidad de atravesar membranas celulares.

El radical superoéxido (O,*), es un radical libre cargado, formado como consecuencia de una
reduccion monovalente del oxigeno molecular. Ha sido implicado en la fisiopatologia de una
variedad de enfermedades (Aki et al., 2009; Valdivia, Perez-Alvarez, Aroca-Aguilar, Ikuta, &
Jordan, 2009). Es una especie menos reactiva que otros radicales aunque puede actuar como
oxidante débil o como agente reductor de iones metalicos de transicion (MMHCM Valko,
Morris, & Cronin, 2005). Asi, el radical superéxido (O,*) es el mayor reductor, la adicién de
un protén da lugar a la formacién de HO," convirtiéndose en un agente oxidante muy activo,
selectivo y especifico. Por lo tanto, su importancia fundamental radica en ser fuente de

radicales hidroxilo y perdxido de hidrégeno.

El perdxido de hidrogeno (H,0O,), se considera como el principal intermediario en el
metabolismo de las especies reactivas del oxigeno, no es un radical libre, pero en presencia de
trazas de catalizadores metalicos como el hierro o el cobre, 0 en presencia de otros radicales
libres puede dar lugar a la formacion del radical OH®, a través de la reacciones de Fenton o
Haber-Weiss (Andreyev et al., 2005).

Fe?* + 2 H,0, ——— Fe*" + OH® + OH  (Fenton)
0,* + H,0, ——> OH®* + OH + O, (Haber-Weiss)

El radical hidroxilo (OH®), es una de las especies quimicas mas reactivas presentes en el
organismo, estd implicado en numerosos procesos fisiopatolégicos como el céancer,
envejecimiento, diabetes, isquemia. Este ROS tiene una vida extremadamente corta y muy
reactiva, su electron desapareado puede reaccionar inespecificamente con casi cualquier tipo
de molécula, DNA, proteinas y lipidos. Ademas, es el responsable de la propagacion del dafio
oxidativo entre fracciones subcelulares, ya que puede atravesar membranas celulares y

producir reacciones en cadena (Pastor, Weinstein, Jamison, & Brenowitz, 2000).




El radical éxido nitrico (NO®), un derivado gaseoso e inestable del nitrégeno con un nimero
impar de electrones que le confiere una extraordinaria reactividad quimica. Radical fisiolégico
de considerable interés por su papel como mediador vascular y puede reaccionar con iones
superoxido formando especies reactivas altamente toxicas y oxidantes, como el peroxinitrito,
que se puede disociar generando otros productos como el radical hidroxilo (Pastor et al.,
2000).

2.3.3. Fuentes generadores de radicales libres en la célula.

Las especies reactivas del oxigeno se generan como resultado del metabolismo intracelular
normal, también agentes externos son capaces de generar la formacion de ROS en el
organismo. Una de las principales fuentes endégenas generadora de ROS es la cadena de
transporte de electrones mitocondrial (Figura 2.16), la reduccion parcial de la molécula de
oxigeno durante la respiracion aerdbica genera anién superoxido y radical hidroxilo (Figura
2.17) (Turrens, 2003). Entre un 5-10% del total del oxigeno consumido en la mitocondria, se
transforma en radical superdxido, que dismuta a H,O, por accion de la superoxido dismutasa,
y en presencia de iones metalicos, a través de la reaccion de Fenton y/o reacciones de Haber-
Weiss se genera el radical hidroxilo, altamente reactivo, causando importantes dafios en las

proteinas celulares, los lipidos y el DNA (Andreyev, Kushnareva, & Starkov, 2005).

Figura 2.16. Reacciones de generacion de radicales libres en la cadena de transporte de

electrones mitocondrial.




Otras fuentes enddgenas de ROS y RNS, son la cadena de transporte electronico no
fosforilante en el reticulo endoplasmatico (Gupta, Dobashi, Greene, Orak, & Singh, 1997), las
células fagocitarias (neutrofilos, monocitos o macréfagos) que utilizan el sistema de la
NADPH oxidasa generando directamente el radical superdxido (Lambeth, 2004), o la 6xido
nitrico sintasa que genera Oxido nitrico (NO) a partir de la arginina intracelular. La
autooxidacion de compuestos de carbono reducido como los aminoacidos, proteinas, lipidos,
glucidos y éacidos nucleicos, da lugar también a la formacion de estos compuestos (Li &
Jackson, 2002).
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Figura 2.17. Reacciones de generacion de radicales libres del oxigeno.

La activacion catalitica de diversas enzimas del metabolismo intermediario celular, como la
hipoxantina y xantina oxidasa, aldehido oxidasa, monoamino oxidasa, ciclooxigenasa,
lipoxigenasa, que utilizan el O, como sustrato, también contribuyen al incremento enddgeno

de especies reactivas (Li & Jackson, 2002).

Como fuentes exdgenas de radicales libres, se encuentran tanto factores ambientales,
farmacoldgicos, como nutricionales (Limdn-Pacheco & Gonsebatt, 2009). Entre los agentes
medioambientales destacan, el humo, la exposicion a metales, benceno, polvo de cemento, luz

solar, radiaciones electromagnéticas, que se asocian con incrementos en el dafio oxidativo de




biomoléculas y la disminucion de antioxidantes como la vitamina E y C (Chia, Hsu, & Chen,
2008; Yoshioka et al., 2008).

2.4. Estrés oxidativo.

2.4.1. Concepto y generalidades.

El aumento en la concentracion de radicales libres, provoca un desbalance entre la velocidad
de formacion y su neutralizacion por el sistema antioxidante endégeno en el organismo, dando

lugar a lo que se conoce como estrés oxidativo (Venereo Gutiérrez, 2002).

La dieta juega un papel importante en la prevencion de enfermedades asociadas al estrés
oxidativo, principalmente a través del consumo de alimentos con compuestos bioactivos como
las vitaminas, los carotenoides y una gran variedad de compuestos fenolicos cuya actividad
antioxidante contribuye a reforzar la capacidad antioxidante enddgena (Prior, 2003). Cada vez
mas y con el objetivo de mantener el efecto saludable de los alimentos, la industria alimentaria
demanda técnicas que puedan ser utilizadas para el procesado de los alimentos sin que se vean
modificados los compuestos bioactivos o que resultado del tratamiento mejore su actividad
(Saiz, 2010).

2.4.2. Efectos bioquimicos y fisioldgicos del estrés oxidativo.

Estd bien establecido el papel dual de los radicales libres como especies beneficiosas o
perjudiciales para los sistemas vivos (Marian Valko, Rhodes, Moncol, lIzakovic, & Mazur,
2006). A bajas concentraciones, los radicales libres son necesarios para el buen
funcionamiento celular pudiendo actuar como segundos mensajeros, estimulando la
proliferacion celular y/o actuando como mediadores para la activacion de las células
(Weinberg & Chandel, 2009). Sin embargo, a altas concentraciones son capaces de dafar de
forma reversible o irreversible todo tipo de biomoléculas, incluyendo lipidos, proteinas,
carbohidratos y acidos nucleicos. Como consecuencia de ello, los radicales libres estan

implicados en el control de la patogénesis de muchas enfermedades degenerativas tales como




cancer, ateroesclerosis, enfermedades cardiovasculares, etc. (Figura 2.18) (Marian Valko et
al., 2007).

El dafio oxidativo a las biomoléculas causado por los radicales son de muy diversa naturaleza,

pero en general actlian a través uno de los siguientes mecanismos:

a) Captando un hidrogenién de una molécula.
b) Introduciéndose como tal en una molécula diana.

c) Transfiriendo un electrdn.

En cualquiera de los tres casos, la reaccion de un radical libre con otra molécula origina la

formacion de un nuevo radical que puede o no ser tan reactivo como la especie original.

El dafo oxidativo a las distintas biomoléculas causa alteraciones y disfunciones metabdlicas
(Marian Valko et al., 2007), como inactivacion y desnaturalizacion proteica, asociado a
lesiones en el citoesqueleto celular, peroxidacion lipidica, que provoca la pérdida de fluidez de
membrana, lisis celular, oxidacion de las LDL, dafio a los &cidos nucleicos, con la consecuente
ruptura de cadenas y la modificacion de las bases nitrogenadas, relacionado con procesos de
mutagénesis, carcinogénesis y modificacion de las vias de sefializacion, implicadas en el

metabolismo y regulacion del ciclo celular (Saiz, 2010).

2.5. Antioxidantes.

Gutteridge y Halliwell definieron “antioxidante” como “cualquier sustancia que, cuando esta
presente a bajas concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable, retrasa o previene
significativamente la oxidacion de este sustrato” (Barry Halliwell & Gutteridge, 1995). La
definicién enfatiza la importancia de la diana estudiada (sustrato oxidable) y la fuente de
especies reactivas (RS) usada cuando se examina la actividad antioxidante. Dado que la
definicion no tenia en cuenta ciertos sistemas como las chaperonas, sistemas de reparacién
(del ADN o de residuos de proteinas) o inhibidores de la generacion de RL, se simplificé la
definicidn a “cualquier sustancia (o accion) que retrasa, previene o elimina el dafio oxidativo

de una molécula diana” (Barry Halliwell, 2007).




Como sustrato oxidable se pueden considerar casi todas las moléculas orgénicas o inorganicas
que se encuentran en las células vivas tales como proteinas, lipidos, carbohidratos y las
moléculas de ADN (de Dios Benitez, 2008).
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Figura 2.18. Dafios producidos por las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno.




Los antioxidantes al colisionar con un radical libre le ceden un electron oxidandose a su vez y
transformandose luego en un radical libre débil no toxico y debido a que interactian mas
rapido con los radicales libres que con el resto de las moléculas presentes impiden que otras
moléculas se unan al oxigeno. Su accion la ejercen en un determinado microambiente que
puede ser, la membrana plasmaética, citosol, nicleo o liquido extracelular. La accion del
antioxidante es de sacrificio de su propia integridad molecular para evitar alteraciones de
moléculas funcionalmente vitales 0 méas importantes. Su accion la realizan tanto en medios
hidrofilicos como hidrofébicos. Los antioxidantes exdgenos actian como moléculas suicidas,
ya que se oxidan al neutralizar al radical libre, por lo que la reposicion de ellos debe ser

continua, mediante la ingestion de los nutrientes que los contienen (Venereo Gutiérrez, 2002).
Los antioxidantes pueden actuar de las siguientes formas (Gémez, 2004):

» Previniendo la formacion de EROs.

» Interceptando el ataque de EROs.

» Secuestrando los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en moléculas menos
reactivas.

» Amplificando la resistencia de las dianas bioldgicas sensibles al ataque de EROs.

A\

Facilitando la reparacion del dafio causado por EROs.

» Manteniendo un ambiente favorable para la actuacion de otros.
2.5.1. Actividad antioxidante

Los antioxidantes pueden actuar en los diferentes procesos de la secuencia oxidativa y tener
mas de un mecanismo de accion (Barry Halliwell & Gutteridge, 1999).

Para que un antioxidante (AH) tenga actividad antiradicalaria debe cumplir una caracteristica
basica que es generar un radical mas estable y menos dafiino (RH) después de reaccionar con
la especie radical (R) (Cos et al., 2003). Esta reaccion se basa en una transicion redox en la
que esta implicada la donacion de un electron (o un atomo de hidrogeno) a la especie

radicalaria (Figura 2.19). Como resultado de esta transferencia, se formara un radical derivado




del antioxidante (A’) que puede tener caracter inerte, estable o presentar cierta reactividad
(Cadenas, 1997).

@ —® @

Antioxidante Especie radical Radical derivado Especie radical
del antioxidante mas estable

Figura 2.19. Mecanismo antiradicalario de las moléculas antioxidantes.

2.5.2. Caracterizacién de la actividad antioxidante

La importancia relativa de los antioxidantes que entran en escena cuando se generan ROS in
vivo, depende del tipo de ROS que se forma y, como, donde y qué clase de dafio se evalla.

Para caracterizar la accién antioxidante de un compuesto, lo primero que se debe concretar es
cémo el antioxidante ejerce su actividad, ¢actta directamente?, es decir, mediante el secuestro
de ROS o inhibiendo su generacion, o jesta actuando de forma indirecta?, es decir, por “up-
regulation” de las defensas antioxidantes enddgenas. Para evaluar la accion directa de los
antioxidantes, que es probablemente la mas comuin in vivo, es importante plantearse y

responder a ciertas preguntas (B Halliwell, Aeschbach, Léliger, & Aruoma, 1995):

1. ¢A qué biomolécula estd protegiendo el antioxidante? y ¢es suficiente la cantidad de
antioxidante que alcanza a esa diana in vivo?
2. ;Como ejerce su actividad protectora el antioxidante, por el secuestro de ROS, previniendo

su formacion, o reparando el dafio que han producido?




3. Si el mecanismo de actuacion del antioxidante es por secuestro de ROS ¢es posible que los
radicales derivados de la actividad del propio antioxidante causen algun tipo de dafio por si
mismos?

4. ;Puede el antioxidante causar dafios en otros sistemas bioldgicos?

Otros dos puntos importantes en la evaluacion de la actividad antioxidante son, (i) que el
compuesto debe utilizarse a concentraciones “reales”, es decir, alcanzables in vivo y (ii) que se
deben usar ROS bioldgicamente relevantes como el anion superoxido (O;7), el peréxido de
hidrégeno (H,0,), el radical hidroxilo (‘OH), radicales peroxilo (ROQ), peroxinitritos y el
oxigeno singulete (*AO,).

Experimentos sencillos pueden ayudar a responder algunas de estas preguntas y los resultados
obtenidos permiten caracterizar la actividad del antioxidante estudiado y, a menudo, permiten
descartarlo como compuesto de interés, ya que un compuesto que resulta ser poco antioxidante

in vitro, es improbable que sea mucho mejor in vivo (Barry Halliwell, 1994).

2.5.3. Métodos de evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro

El estudio de nuevos compuestos con potencial efecto antioxidante cada vez adquiere mas
relevancia en los campos de la biologia, la nutricion, la industria alimentaria y la medicina, lo
que hace necesaria la existencia de métodos in vitro simples, rapidos y, sobre todo, fiables,
para la determinacion de la capacidad antioxidante de compuestos ya sea en su forma pura
(moléculas aisladas) o compleja (alimentos o muestras bioldgicas) (Magalhdes, Segundo, Reis,
& Lima, 2008).

Existen gran variedad de métodos de evaluacion de la actividad antioxidante, pero ninguno
esta oficialmente aprobado ni estandarizado. Por esta razon, los datos aportados por los
diferentes investigadores son dificiles de comparar e interpretar, ya que el significado y la
relevancia de los estudios realizados depende en gran parte del método de ensayo empleado
(Frankel & Meyer, 2000). Cada vez es mas evidente que una evaluacion correcta y completa
de la actividad antioxidante requiere el uso de diferentes métodos de ensayo que incluyan y




contemplen los multiples factores y mecanismos que rodean la inhibicion del proceso
oxidativo (Schlesier, Harwat, Bohm, & Bitsch, 2002).
Para escoger el protocolo de ensayo adecuado y poder interpretar adecuadamente los

resultados obtenidos se deben considerar ciertas pautas de disefio (Frankel & Meyer, 2000):

-Especificar el sustrato oxidable que sera protegido por el antioxidante estudiado.

-Determinar el parametro que medira la extension de la oxidacion y la inhibicion ejercida por
el antioxidante y escoger un punto final adecuado de la oxidacion.

-Asegurarse de que el sustrato y el modo de inducir la oxidacion son relevantes como fuentes
de dafio oxidativo.

-Contemplar cualquier posible efecto prooxidante adverso ejercido por los antioxidantes.
-Plantearse los posibles mecanismos de proteccion.

-Tener en cuenta el efecto de la interaccidn con otros componentes del sistema.

-Asegurar la accesibilidad de los sustratos a los antioxidantes y prooxidantes.

-Plantearse si las condiciones son relevantes para una aplicacion real.

Los métodos de evaluacién de la capacidad antioxidante pueden clasificarse en funcion de la
especie oxidante (ROS/RNS especificos o radicales estables no bioldgicos), del mecanismo de
actuacion del antioxidante (capacidad secuestradora de radicales, capacidad de inhibicion de la
peroxidacion lipidica, capacidad de reducir metales, etc...) o del sustrato oxidable utilizado
(quimico o bioldgico).

A continuacion se resumen los métodos in vitro mas utilizados para evaluar la capacidad

antioxidante de una sustancia.
2.5.3.1. Pruebas quimicas in vitro de medida de la actividad antioxidante

Actividad reductora del hierro férrico/poder antioxidante (Ensayo FRAP):

Esta técnica fue desarrollada por Benzie y Strain (1996) como método de medida de la

capacidad antioxidante plasmatica, aunque posteriormente ha sido aplicado a muestras de




alimentos. El método determina la capacidad de la muestra para reducir un complejo por
hierro férrico con la molécula tripiridil-s-triazina (TPTZ) a su forma ferrosa. De este modo se
genera una coloracion de intensidad proporcional a la actividad reductora de la muestra, que
puede cuantificarse por colorimetria en base a un patrén de hierro ferroso. La capacidad para
reducir el hierro se considera un indice del poder antioxidante de la muestra.

El ensayo FRAP es sencillo y facilmente automatizable. Es rapido, generalmente la reaccion
se completa entre 4 y 8 min. Sin embargo, en el caso de algunos polifenoles se han descrito
reacciones mas lentas, llegando incluso a requerir 30 minutos hasta completar la reduccion del
complejo. El poder reductor de los compuestos fendlicos se asocia con el numero de grupos ~
OH vy en grado de conjugacion de la molécula. Debido al potencial redox del complejo Fe*'-
TPTZ (0.7 V), el ensayo FRAP es capaz de detectar compuestos con un menor potencial redox
y por lo tanto se considera un método adecuado para evaluar la capacidad de los antioxidantes
para modular el tono redox de células y tejidos. Sin embargo, cuando se aplica en plasma o
suero no es capaz de detectar la actividad de antioxidantes con grupos sulfhidrilo como el
glutation o algunas proteinas, por lo que dara valores de capacidad antioxidante del suero o
plasma ligeramente mas bajos de los reales. Ademas, cuando se analizan alimentos vegetales,
se han descrito interferencias de azucares y acido citrico (Prior, Wu, & Schaich, 2005).

Capacidad antioxidante expresada en equivalentes Trolox (Ensayo TEAC)

El ensayo TEAC o ensayo del acido 2,2-azinobis-(3-etilbenzotioazolin-6-sulfénico) (ABTS +
) esta basado en la captacion por los antioxidantes del radical cation ABTS + ™ generado en el
medio de reaccion. Como patron se emplea el acido 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametil-croman-2-
carboxilico (Trolox), un andlogo sintético hidrosoluble de la vitamina E.

El radical cation del ABTS'+ posee una coloracion verde-azulada con un maximo de
absorcion a 415 nm y una serie maximos secundarios de absorcion a 645, 660, 734, 815 y 820
nm (Sanchez-Moreno, 2002). Dependiendo de la variante del método TEAC utilizada se
emplean distintas longitudes de onda, aunque las mas frecuentes son 415y 734 nm (Prior et

al., 2005). Para el desarrollo del método se suelen emplear dos estrategias; inhibicion y




decoloracion. En la primera los antioxidantes se afiaden previamente a la generacion del
radical ABTS + " y lo que se determina es la inhibicion de la formacion del radical, que se
traduce en un retraso en la aparicion de la coloracion verde-azulada. En la segunda estrategia,
los antioxidantes se afiaden una vez el ABTS™ se ha formado y se determina entonces la
disminucion de la absorbancia debida a la reduccion del radical, es decir la decoloracién de
este (Sanchez-Moreno, 2002). El ensayo TEAC presenta ademas variaciones en el modo
mediante el cual se genera el radical cation ABTS + . Principalmente se consideran dos modos
(Prior et al., 2005; Schlesier et al., 2002).

(i) La generacidn por reacciones enzimaticas, en las que el ABTS + se incuba con H,O, y con
metamioglobina, hemoglobina o peroxidasa de rabano.

(if) La generacion por reacciones quimicas, el ABTS '+ se hace reaccionar con dioxido de
manganeso, persulfato potasico o cloruro de 2,2’-azo-bis-(2-amidinopropano) (ABAP). Estas
reacciones quimicas por lo general requieren tiempos largos de incubacion (16 h en el caso del
persulfato potasico) o altas temperaturas (60 °C en el caso del ABAP).

Asi por ejemplo, el método original descrito por Miller, Rice-Evans, Davies, Gopinathan, and
Milner (1993) emplea metamioglobina y H,O, para generar ferrilmioglobina, la cual reacciona
con el ABTS+ para generar el ABTS+ . La muestra a analizar se afiade antes de la
formacion del ABTS + ™ por lo que se trata de un ensayo de inhibicion. Este orden de adicion
de los reactivos ha hecho que el método sea criticado, ya que posibles interferencias de los
antioxidantes con el sistema de generacién de radicales puede llevar a una estimacion de los
valores de actividad antioxidante por debajo de los reales (Prior et al., 2005). Sin embargo, se
trata de un método ampliamente utilizado en ensayos clinicos, al ser un método réapido,
sencillo y automatizable.

Incluso existen kits comercializados por Randox Laboratories Ltd. (Reino Unido) para su uso
en investigacion. Ademas, el ABTS + ™ es soluble en solventes acuosos y organicos, lo cual lo
hace un método apto para determinar la capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica de

extractos y fluidos bioldgicos (Prior et al., 2005; Schlesier et al., 2002).




Captura del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (Ensayo DPPH)

Este método se basa en la reduccion del radical DPPH™" por los antioxidantes de la muestra
(Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995). El radical es estable y tiene una coloracion
plrpura que se pierde progresivamente cuando se afiade la muestra conteniendo sustancias
antioxidantes. La decoloracion del radical se determina a 515 nm y la cuantificacion se realiza
por lo general empleando soluciones patron de Trolox. Los tiempos de reaccion son variables
dependiendo de la naturaleza de los antioxidantes. En particular, las moléculas pequefias con
mejor accesibilidad al centro activo del radical poseen aparentemente una mayor actividad
antioxidante por este método (Prior et al., 2005). En general la reaccion puede medirse a los 2,
3, 4, 5y 10 minutos del inicio, ya que en este intervalo se espera que la mayoria de sustancias
completen la reaccidon con el DPPH', y posteriormente en intervalos de 5 minutos hasta que las
variaciones de absorbancia esté en torno a 0.003/minuto, lo cual indicaria que la reaccion se ha
completado (Schlesier et al., 2002).

El ensayo DPPH" es un método rapido y sencillo que no requiere un equipamiento sofisticado,
sencillamente un espectrofotometro. A diferencia del ensayo TEAC, en este ensayo no es
necesario preparar radical previamente puesto que el DPPH" se comercializa ya en la forma de
radical y sencillamente requiere su disolucion en metanol para el desarrollo del método. Por
esta razon se trata de un método ampliamente utilizado para evaluacién de la actividad
antioxidante total. Es un método adecuado para medir la actividad antioxidante en alimentos y
extractos vegetales, mientras que no es adecuado para la determinacion de la capacidad
antioxidante del plasma o suero, ya que las proteinas precipitan con el metanol del medio de
reaccion (Sanchez-Moreno, 2002). No obstante algunos antioxidantes pueden causar
interferencias si poseen un espectro de absorcion similar al del DPPH’, como es el caso de los

carotenoides (Prior et al., 2005).

Decoloracion del 3-caroteno
La actividad antioxidante de los carotenos ha sido relacionada con la capacidad de deslocalizar

electrones (deslocalizacion por resonancia) en el sistema conjugado de dobles enlaces que




estos tienen en su cadena hidrocarbonada, lo cual determina la baja energia de sus estados
tripletes y su alta capacidad de neutralizar (quench) los radicales libres y el oxigeno singlete
10, (Stahl & Sies, 2003). Esta particular propiedad de los compuestos carotenoides se
aprovecha para la cuantificacion de la actividad antioxidante lipofilica por el metodo de
decoloracion del R-caroteno. En este metodo de medida de la actividad antioxidante, se

promueve la peroxidacion termica del acido linoleico (LH) en presencia de oxigeno molecular
(O,) para formar el radical peroxilo (LOO"). Este radical puede ser neutralizado por el R-

caroteno (A= 470 nm) ocasionando la ruptura de su conjugacion y por consiguiente se anule su
capacidad de trasnsferencia de carga, manifestandose en el proceso de decoloracion que puede
ser medido espectrofotometricamente.

De esta manera, la actividad antioxidante de un extracto de compuestos fenolicos o

carotenoides (AH,) puede ser medida al evaluar la capacidad que estos compuestos tienen de
neutralizar el radical LOO" e impedir asi el proceso de decoloracion del 3-caroteno. Entre mas

actividad antioxidante tenga el compuesto evaluado, menor sera la decoloracion del B caroteno
(Marco, 1968; Velioglu, Mazza, Gao, & Oomah, 1998).

Ensayo de los fenoles totales con el reactivo de Folin-Ciocalteu.

El ensayo Folin-Ciocalteu ha sido utilizado durante muchos afios como una medida del
contenido en compuestos fendlicos totales en productos naturales. Sin embargo, el mecanismo
basico del método es una reaccion redox por lo que puede considerarse como otro método de
medida de la actividad antioxidante total (Prior et al., 2005). EI método que se utiliza
actualmente es una modificacion efectuada por Singleton and Rossi (1965) de un método
empleado para la determinacion de tirosina, el cual se basaba en la oxidacion de los fenoles
por un reactivo de molibdeno y wolframio (tungsteno). La mejora introducida por Singleton y
Rossi fue el uso de un heteropolianién fosforico de molibdeno y wolframio que oxida los
fenoles con mayor especificidad (3H,0- P,05-13W03-5M003-10H,0 y 3H,0-P,05-14W0O3-

4Mo003-10H,0). La oxidacion de los fenoles presentes en la muestra causa la aparicion de una




coloracion azul que presenta un maximo de absorcién a 765 nm y que se cuantifica por
espectrofotometria en base a una recta patron de acido galico.

Se trata de un método simple, preciso y sensible pero que sin embargo sufre de numerosas
variaciones cuando es aplicado por diferentes grupos de investigacion, fundamentalmente en
lo relativo a los volumenes empleados de muestra, concentraciones de reactivos, y tiempos y
temperaturas de incubacion. Ademas, se producen variaciones en el modo de expresar los
resultados de modo que el patron recomendado de acido galico se ha sustituido en ocasiones
por los &cidos ferdlico, tanico, cafeico, clorogénico, protocatécuico, vanilico o por catequina.
Esto da lugar a variaciones de varios 6rdenes de magnitud en las medidas de compuestos
fenolicos obtenidas por diferentes grupos, lo que dificulta la comparacion de resultados.
Existen ademas diversas sustancias de naturaleza no fendlica que interfieren en las
determinaciones y que pueden dar lugar a concentraciones de compuestos fendlicos
aparentemente elevadas, por lo que deben hacerse correcciones para estas sustancias. Entre
ellas destacan las proteinas, el acido ascorbico, el &cido drico, algunos aminodcidos y
nucleotidos, azlcares y algunas sales inorganicas (Prior et al., 2005).

No obstante, a pesar de estos inconvenientes, el ensayo de los fenoles totales se emplea con
frecuencia en el estudio de las propiedades antioxidantes de alimentos vegetales (ej. frutas y
zumos de frutas), al tratarse de un pardmetro que generalmente muestra una estrecha
correlacion con diferentes métodos de medida de la actividad antioxidante (Schlesier et al.,
2002; Sun, Chu, Wu, & Liu, 2002). Asi, cuando se evaltan las propiedades antioxidantes de
estos alimentos, el andlisis de fenoles totales constituye un método complementario al anélisis
cromatografico de los principales grupos de compuestos fendlicos que caracterizan a cada
variedad de fruta o verdura, a la vez que proporciona informacién valiosa a la hora de
seleccionar variedades con mayor potencial antioxidante. El ensayo de Folin-Ciocalteu
también se ha empleado en estudios in vivo para la determinacion de los niveles de
compuestos fendlicos totales en plasma/suero tras la ingesta de vino (Duthie et al., 1998;
Serafini, Maiani, & Ferro-Luzzi, 1998) y zumos de frutas ricos en compuestos fenolicos

(Pedersen, Mortensen, & Larsen, 1994). Para su aplicacion a plasma o suero se requiere una




serie de pasos de extraccion e hidrdlisis que comprenden el tratamiento con HCI y NaOH en
metanol. Para evitar interferencias con las proteinas, estas se precipitan con acido
metafosfdrico y posteriormente se realiza una extraccion de los compuestos fenolicos ligados a

las proteinas plasmaticas con una mezcla de acetona y agua (Serafini et al., 1998).
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3. INTERES Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Factores ambientales relacionados con la dieta y la exposicion a agentes pro-oxidantes
(radiaciones, metales, pesticidas, contaminacion, etc.) aumentan considerablemente las
especies reactivas en la célula. Cuando el incremento de las especies reactivas excede la
capacidad de actuacion del sistema antioxidante enddgeno, provoca un estado de estrés
oxidativo. Dafos sobre las membranas celulares y sobre el ADN son consecuencia directa de
una desregulacion en el estado redox de la célula. Existen evidencias que sugieren la
existencia de una relacion entre el estrés oxidativo y los estados patolégicos de numerosas
enfermedades. Es por ello que la modulacién del equilibrio antioxidante fisioldgico parece ser
esencial para prevenir o reducir el dafio al ADN y otras biomoléculas y por tanto, para
disminuir la posibilidad de desarrollo de cancer u otras enfermedades.

Estudios epidemioldgicos han comprobado que una dieta rica en frutas y verduras parece ser
importante para la prevencion de enfermedades. Parece bastante plausible que alguno de los
compuestos o la interaccion de varios compuestos que constituyen frutas y verduras son
responsables del efecto protector que presentan.

En este sentido, las especies de frutas tropicales y subtropicales no tradicionales en los
mercados internacionales (ya sean nativas de la region o exdticas pero perfectamente
adaptadas) producidas en la peninsula de Yucatan representan una gran oportunidad para los
productores regionales para alcanzar nuevos nichos de mercado constituidos por consumidores
interesados en productos exéticos y mas ricos en términos de nutrientes con propiedades Utiles
para la conservacion de la salud y en la prevencién de enfermedades degenerativas. Sin
embargo, se considera que existen centenas de especies poco estudiadas y aprovechadas,
aungue muchas de ellas se consumen ampliamente en las zonas de su produccién, que
requieren ser estudiadas para favorecer su cultivo, comercializacién aprovechamiento e
industrializacion. Adicionalmente en Yucatan son pocos o nulos los trabajos que se han
realizado con el objetivo de estudiar y profundizar los conocimientos en relacion a la
caracterizacion de compuestos bioactivos y sus propiedades antioxidantes de frutas tropicales

de la region.




El estilo de vida al que se tiende hoy en dia, ha aumentado la demanda de productos
saludables que contienen compuestos biolégicamente activos, conocidos por el nombre de
alimentos funcionales, que ademas del aporte nutritivo pueden ofrecer beneficios para la salud

disminuyendo el riesgo de padecer enfermedades.

Los resultados prometedores en cuanto a las propiedades beneficiosas y la aceptacion de los
consumidores para utilizar antioxidantes naturales como complementos nutricionales han
disparado el mercado de estos productos. La necesidad de disponer de grandes fuentes de
compuestos bioactivos ha puesto en el punto de mira de numerosas investigaciones a partir de
frutas tropicales. De hecho, algunos extractos obtenidos a partir de las frutas han sido
utilizados como ingredientes o suplementos nutricionales, aplicaciones dérmicas, Yy/o

antioxidantes alimentarios.




4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Evaluar el contenido de compuestos bioactivos y la actividad antioxidante de frutas

tropicales cultivadas en la Peninsula de Yucatan que presentan un potencial funcional.
4.2. Objetivos especificos

o Determinar el contenido de compuestos bioactivos en la porcién comestible de
frutas tradicionales de Yucatan: vitamina C o &cido ascdrbico, antocianinas totales,
carotenoides totales, compuestos fendlicos totales, flavonoides totales y fibra
dietética (total, soluble e insoluble).

o Determinar el contenido de compuestos bioactivos de la cascara liofilizado de
marafion rojo, marafion amarillo y caimito morado: vitamina C o &cido ascorbico,
antocianinas totales, carotenoides totales, compuestos fendlicos totales, flavonoides
totales y fibra dietética (total, soluble e insoluble).

o Determinar la actividad antioxidante in vitro de los antioxidantes de naturaleza
hidréfila de las frutas tradicionales mediante diferentes ensayos de secuestro de
radical ABTS +y DPPH".

o Determinar la actividad antioxidante in vitro de la céscara liofilizado de marafion
rojo, marafion amarillo y caimito morado a través de los ensayos de secuestro de
radical ABTS +y DPPH".

o Determinar el grado de correlacion que existe entre la actividad antioxidante y el
contenido de compuestos bioactivos de la porcion comestible y céscaras
estudiados.

o Determinar la correlacion que existe entre los métodos de determinacion de la
actividad antioxidante in vitro de las frutas tropicales.

o Aplicar el analisis de componentes principales y analisis de cluster para clasificar

las frutas acorde a sus caracteristicas funcionales.




o Determinar el contenido de los compuestos fendlicos individuales y carotenoides
como compuestos antioxidantes de las frutas tropicales utilizando cromatografia de
liquidos de alta resolucion HPLC.

o Determinar la actividad antioxidante in vitro de los antioxidantes de naturaleza
lipdfila de las frutas tropicales mediante los ensayos ABTS + y DPPH".

o Determinar la actividad citotdxica in vitro de frutas tropicales de la Peninsula de

Yucatan.




5. ESTRATEGIA GENERAL DE TRABAJO

En funcidon de los objetivos de la investigacion, en una primera fase, se realiz6 una colecta de
un grupo de frutas tropicales (con madurez comestible) tradicionales en las comunidades de
Yucatan y Campeche que presentan un gran potencial funcional con amplias posibilidades de
comercializacion. Se obtuvieron frutas que se producen a nivel local para obtener muestras de
partes comestibles de cada fruta y se determind algunas de sus principales caracteristicas
fisico-quimicas de calidad. En una segunda fase se cuantifico los principales compuestos
bioactivos de cada fruta (porcion comestible) mediante metodologias estandarizadas o
adaptadas. Dentro de esta misma fase, también se caracterizaron muestras de céscara
liofilizada de marafion rojo, marafion amarillo y caimito morado. En la tercera fase, se
obtuvieron extractos hidréfilos de la porcion comestible de cada fruta y se determiné la
actividad antioxidante in vitro mediante metodologias que difieren en su mecanismo de
generacion de radicales libres, la estrategia para medir el punto final de la reaccion y de la
sensibilidad hacia diferentes moléculas en la muestra tales como el DPPH" y el ABTS +. En
esta tercera fase, también se caracterizaron las céscaras liofilizados de tres frutas. Con los
resultados obtenidos en las tres primeras fases, se determind el grado de correlacion entre la
actividad antioxidante vs. Contenido de compuestos bioactivos, ABTS vs. DPPH (extracto de
naturaleza hidréfilo). Ademas se aplico el analisis de componentes principales y analisis de
cluster para clasificar las frutas acorde a sus caracteristicas funcionales.

En la cuarta fase, se identifico y cuantificé mediante HPLC los principales acidos fenolicos y
carotenoides especificos de las frutas como compuestos antioxidantes (Figura 5.1).

En la quinta fase, se obtuvieron extractos lipofilos de la porcion comestible de cada fruta y se
determiné la actividad antioxidante in vitro mediante dos ensayos, DPPH" y el ABTS +. Con
los datos obtenidos, se determiné el grado de correlacion entre la actividad antioxidante vs.
Carotenoides individuales, ABTS vs. DPPH (extracto de naturaleza lip6filos).

En la dltima fase, se determino la actividad citotdxica in vitro de frutas tropicales de la

Peninsula de Yucatan.




Con toda esta informacion cientifica generara datos que permitan dar valor agregado a las
frutas tropicales de la region con miras a favorecer el comercio de estas frutas a mercados

especiales donde hacen énfasis al consumo de alimentos con propiedades benéficas a la salud

humana.
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6.1.1 Abstract

The aim to the study was to determine the physicochemical composition, bioactive
compounds and antioxidant activity of fruits from Yucatan, Mexico such as star apple,
cashew, mombin, mamey sapote, white sapote, sugar apple, sapodilla, dragon fruit, nance,
ilama, custard apple, mamoncillo and black sapote. The physicochemical characteristics were
different between fruits and were good sources of bioactive compounds. The edible part with
the highest values of antioxidant activity were mamoncillo, star apple, mombin, cashew, white
sapote, ilama, custard apple, sugar apple, and nance. Total soluble phenols content showed a
correlation with antioxidant activity by ABTS (R=0.52, P<0.05) and DPPH (R=0.43, P<0.05).
A high correlation was obtained between the two assays (ABTS and DPPH) used to measure
antioxidant activity in the tropical fruit species under study (R=0.82, P<0.05). The results
show promising perspectives for the exploitation and use of tropical fruits studied with
significant levels of nutrients and antioxidant activity.

Keywords: tropical fruits; bioactive compounds; antioxidant activity; ABTS and
DPPH methods




6.1.2. Introduction

Nowadays, the consumption of tropical fruits is increasing in both domestic and
international markets due to growing recognition of its nutritional and therapeutic value.
Therefore, fruits play important roles both economically, through commercialization of their
products and nutritionally, through their consumption (Cardoso, Martino, Moreita, Ribeiro, &
Sant'ana, 2011). In Yucatan, Mexico there are a large number of underexploited tropical fruits
(star apple, cashew, mombin, mamey sapote, white sapote, sugar apple, sapodilla, dragon fruit,
nance, ilama, custard apple, mamoncillo and black sapote), which is of potential interest to
agroindustry and constitute a possible source of income for the local population in the near
future. These fruits represent an opportunity for local growers to gain access to special
markets where consumers appreciate the exotic character of such products and the presence of
bioactive compounds capable of preventing some diseases (Alves, Brito, Rufino, & Sampaio,
2008).

The uncontrolled production of oxygen-derived from free radicals, is involved in the
onset of many diseases such as cancer, rheumatoid arthritis, as well as in the degenerative
process associated with aging, including Parkinson’s and Alzheimer’s diseases (Ali et al.,
2008).

Recent epidemiological studies indicate that the frequent consumption of fruits is
associated with a lower risk of chronic diseases (Yahia, 2010). The combination of vitamins,
minerals, phenolic antioxidants and fiber seems to be responsible for these effects (Saura-
Calixto & Gofii, 2006).

Fruits have been the subject to several studies conducted around the world, reporting in
their nutritional values, data especially in relation to the evaluation of antioxidant activity
(Vasco, Ruales, & Kamal-Eldin, 2008; Almeida et al., 2011; Contreras-Calderén, Calderdn-
Jaimes, Guerra-Hernandez, & Garcia-Villanova., 2011).

Several methods are used to measure the antioxidant activity of biological material.
The most commonly used are those involving chromogen compounds of a radical nature

which stimulates reductive oxygen species, because to their ease, speed and sensitivity, and




the presence of antioxidants leads to the disappearance of the radical chromogens. The most
widely used methods being the ABTS and DPPH (Ali et al., 2008; Almeida et al., 2011).
In this study, it was determined the physicochemical composition, bioactive

compounds content and activity antioxidant of tropical fruits from Yucatan, Mexico.

6.1.3. Materials and methods

6.1.3.1. Chemical reagents

Ascorbic acid, gallic acid, Folin-Ciocalteu reagent, quercetin, [-carotene, ABTS,
DPPH and Trolox, were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO).
All the other chemicals used were in an analytical grade.

6.1.3.2. Samples

Nineteen fruits, which are commonly cultivated and consumed in Yucatan, Mexico,
were chosen for this study (Table 6.1). About 5 kg of each species fruits (except sapodilla)
were purchased at eating ripeness from the local markets in Yucatan, Mexico during 2012.

5 kg of sapodilla fruits were harvested from a single tree from an orchard located in the
municipality of Cansahcab, in Yucatan, Mexico and were identified according to quality based
on the stage of physiological maturity and determined by the absence of latex. The fruits were
stored at 25°C to reach an eating ripeness according to Moo-Huchin et al. (2013).

The fruits without blemishes or damage were selected and sent to the laboratory for
edible parts extraction. After the fruits had been cleaned with tap water, edible part were
extracted manually with a knife and then were then mixed in a blender, stored in sealed plastic
bags at -20°C until the time of analyses (vitamin C, total anthocyanin, total soluble phenols,
total flavonoids, total carotenoids, total dietary fibre, soluble dietary fibre, insoluble dietary
fibre and antioxidant activity). In addition, representative samples were physically and
chemically characterized by measuring moisture (g/100 g), total soluble solids content (TSS,
°Brix), lightness (L*), hue angle (h), and titratable acidity (g of citric acid/100 g).




Table 6.1. List of the species tropical fruits from

Yucatan included in the study and parts

analyzed.
English name Common name Scientific name Used edible
part
Green star apple Caimito verde Chrysophyllum cainito L. Pulp
Purple star apple Caimito morado
Yellow cashew Marafién amarillo Annacardium occidentale Pulp
Red cashew Marafion rojo
Green-yellow mombin Ciruela verde-amarillo Spondias purpurea L. Pulp+peel
Red mombin Ciruela roja
Mamey sapote Mamey Pouteria sapota Jacq. Pulp
White sapote Zapote blanco Lucuma hypoglauca Stanley Pulp
Green sugar apple Saramuyo verde Annona squamosa L. Pulp
Purple sugar apple Saramuyo morado
Sapodilla Chicozapote Manilkara sapota L. Pulp
Dragon fruit Pitahaya Hylocereus undatus Haworth Pulp+seed
Yellow nance Nance amarillo Byrsonima crassifolia Pulp+peel
Green nance Nance verde
Red nance Nance rojo
llama Anona Annona diversifolia Pulp
Custard apple Anona roja Annona reticulata Pulp
Mamoncillo Uaya Melicoccus bijugatus (Jacg.) Pulp
Black sapote Zapote negro Diospyros digyna Pulp




6.1.3.3. Analysis of bioactive compounds

6.1.3.3.1. Total soluble phenols (TSP) and total flavonoids determination

TSP and flavonoid compounds were extracted using 1 g of edible part of each fruit
which was homogenized in 10 mL of 80% methanol. The homogenated was sonicated for 30
min at 40 °C and centrifuged in an eppendorf centrifuge, model 5702 R, at 1200 x g for 10
min at room temperature. The supernatant was collected, and the sediment was subjected to an
additional extraction using the same procedure. Both supernatants were mixed and stored at -
20°C until analysis. Concentrations of total soluble phenols were measured by the methods
described by Singleton and Rossi (1965) modified by Gonzalez-Aguilar, Villegas-Ochoa,
Martinez-Téllez, Gardea, & Ayala-Zavala (2007). 50 uL of each extract were mixed with 3
mL of H,0, 250 puL of 1N Folin-Ciocalteu reagent. After 8 min of equilibrium, 750 pL of 20%
Na,CO3; and 950 uL of H,O were added to the extracts; after incubation for 30 min at room
temperature, the absorbance was read at 765 nm with an UV-Vis spectrophotometer
PerkinElmer Lambda 11. Concentration of total soluble phenols compound was calculated
using a standard curve of aqueous solutions of gallic acid (0-10 ppm) and expressed as mg
gallic acid equivalents (GAE)/100 g fresh weight (FW).

Flavonoid content was determined based on the methods described by Zhishen,
Mengcheng, and Jianming (1999) modified by Gonzalez-Aguilar et al. (2007). 1 mL of
flavonoids extracted of each sample was mixed and equilibrated with 4 mL of H,0, 300 uL
5% NaNO; by 5 min. After equilibrium 300 puL of 10% AICl; ( methanolic solution) were
added; the mixture were reposed by 1 min and then 2 mL of 1 M NaOH were added. The last
volume was made up to 10 mL with H,O, stirred, and lectures were taken. The mixture
absorbance was determined at 415 nm, using a UV-Vis spectrophotometer PerkinElmer
Lambda 11. Concentration of total flavonoids of fruits was calculated using a standard curve
of quercetin (0-60 ppm) and expressed as mg quercetin equivalents (QE)/100 g of FW.

6.1.3.3.2. Vitamin C

For vitamin C determination the titrimetric method with 2,6-dichlorophenolindophenol

reagent (AOAC-Association of official analytical chemists, 1995) with some modifications




was applied. 5 g of homogenized edible part fruits was mixed with 100 mL of 4% oxalic acid
solution. The mixture was homogenized and filtered. 5 mL of filtrated solution were diluted to
10 mL with 4% oxalic acid solution. This solution was titrated with 0.01% of 2,6-dichloro-
phenol-indophenol solution. The final point was considered when the solution had a pink
colour for 15 s. The calibration of 2,6-dichlorophenolindophenol solution was performed with
0.05% ascorbic acid solution. Results were expressed as mg of ascorbic acid equivalents per
100 g of FW.

6.1.3.3.3. Total anthocyanins

The anthocyanins were extracted from 1 g of edible parts of each fruit with 30 mL of
95% ethanol/1.5 M HCL (85:15, v:v). The extract was transferred to a 50 mL volumetric flask,
completing the volume with 1.5 M ethanol-HCL and stored for 12 h at 4 °C (Francis, 1982).
After filtration, the absorbance was measured in a UV-Vis spectrophotometer PerkinElmer
Lambda 11 at 535 nm. The total anthocyanin content was determined applying the Lambert-

Beer law, calculated as mg/100 g of FW, through the formula: Asgs x dilution factor/E{2E, <. ;
where Asss is the absorbance in the diluted sample and E{Z, -5 is the values factor (98.2) of

molar absorptivity for the acid-ethanol solvent and it refers to the absorption of a mixture of
cranberry anthocyanins in acid-ethanol, measured in a 1 cm-cell at 535 nm, at a concentration
of 1% (w/v).

6.1.3.3.4. Total carotenoids

Extraction of carotenoids was carried out according to the method developed by Chen,
Tai, and Chen (2004). 10 g of edible parts of each fruit were mixed with 50 mL of
hexane:acetone:ethanol (70:15:15, v/v/v) containing 0.05% BHT. The mixture was stirred for
1 h using an orbital shaker. Afterwards, 5 mL of 40% KOH in methanolic solution were
added, and the solution was saponified at 25°C in the dark for 2 h. Then, 30 mL of hexane
were added, the mixture shaken vigorously and the upper layer was collected. The lower layer
was extracted twice and the supernatant was also collected and filtered through sodium

sulphate powder to remove traces of water. The supernatant obtained was pooled and taken for




analysis. Total carotenoids content was determined spectrophotometrically at 450 nm in a
UV-Vis spectrophotometer PerkinElmer Lambda 11. A calibration curve (0-50 ppm) was
prepared using B-carotene in hexane as the standard and hexane as the blank. The results were
expressed as mg B-carotene/100 g of FW.

6.1.3.4. Dietary fiber

An enzymatic-gravimetric procedure, AOAC Method 991.43, was used for the
determination of DF contents (AOAC-Association of official analytical chemists, 2000).
Edible part of each fruit was dried in a hot air oven at 50 °C for 72 h. The dried samples were
then powdered in cyclotech mill using 100-mesh size to get a fine powder. In brief, dried
powder edible parts were first gelatinized with heat stable a-amylase (Sigma-Aldrich,
Germany). After gelatinization, the samples were digested with protease and
amyloglucosidase (Sigma-Aldrich, Germany) to remove protein and starch in the samples.
Subsequently, insoluble dietary fiber (IDF) was filtered and washed with 10 mL warm
distilled water. The filtrate and washed water were combined and added with four volumes of
95% ethanol to precipitate the soluble dietary fiber (SDF). The residues were weighed after
drying at 105°C in a hot air oven (SHELL LAB 1350FX-10). Determination of residual
protein (as Kjeldahl N x 6.25) and ash contents was carried out for corresponding corrections.
Total dietary fiber (TDF) was calculated as the sum of IDF and SDF.

6.1.3.5. Extracts preparation for antioxidant capacity (AOC) analysis

Hydrophilic extracts were obtained as reported by Yahia, Gutierrez-Orozco, and
Arvizu-de Leon (2011) with some modifications. 5 g of edible parts of each fruit were
homogenized in 10 mL of acetone/water/acetic acid (70:29.5:0.5, v/v/v), sonicated for 30 min
in an ultrasonic bath Grant XB3 (Boekel Scientific, Inc, Pennsylvania Blvd.) and then
centrifuged for 15 min at 15,000 g. The supernatant was collected, and the sediment was
subject to an additional extraction using the same procedure and both supernatants were
mixed, these constituted the extracts for AOC analysis. According to KajdZanoska, Petreska,

Stefova (2011), this extraction method enables the collection of soluble phenols, flavonoid




glycosides, procyanidins, and certain oligomeric and polymeric proanthocyanidins from
strawberries.

DPPH (2,2"-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay was conducted according to the Brand-
Williams, Cuvelier, and Berset (1995) technique with some modifications. The stock solution
was prepared by mixing 2.5 mg of DPPH radical with 100 mL of methanol. The solution
absorbance was adjusted at 0.7 + 0.02 in 515 nm using an UV-Vis spectrophotometer
PerkinElmer Lambda 11. 3.9 mL of DPPH radical were placed in a test tube and 100 uL of the
sample extract or standard were added (methanol was used as blank). The decrease in
absorbance at 515 nm was measured at 1 min intervals for the first 10 min, and then at 5 min
intervals until stabilization. Based on preliminary study, the times required to obtain DPPH
readings of each fruit were as follows: 30 min (for custard apple, ilama, purple star apple,
green star apple, green-yellow mombin, red cashew, red nance, green nance, dragon fruit,
purple sugar apple, green sugar apple and white sapote); 90 min (for sapodilla); 25 min (for
red mombin and yellow nance); 15 min (for mamey sapote and yellow cashew); 35 min (for
mamoncillo); 60 min (for Black sapote). Two calibration curves were prepared using Trolox
and ascorbic acid as standards and results (AOC) are expressed as uM Trolox equivalents/100
g of FW and ascorbic acid equivalents in mg/100 g of FW.

The ABTS (2,2"-Azinobis-3-ethylbenzotiazoline-6-sulfonic acid) assay was conducted
according to Miller, Rice-Evans, Davies, Gopinathan, and Milner (1993) ABTS«" cation was
generated through the interaction of 19.2 mg of ABTS dissolved in 5 mL of HPLC-grade
water and 88 uL of 0.0378 g/mL potassium persulfate (K,S,0g) The cation was incubated in
the dark at room temperature for 16 h. The ABTS activated radical was diluted with ethanol to
an absorbance of 0.70 + 0.02 at 734 nm. After the addition of 30 uL of sample or standard to
2970 uL of diluted ABTS solution, absorbances were recorded 6 min after mixing. Two
calibration curves were prepared using Trolox and ascorbic acid as a standard and results
(AOC) are expressed as uM Trolox equivalents/100 g of FW and ascorbic acid equivalents in
mg/100 g of FW.




6.1.3.6. Statistical analysis

All extraction assays were carried out in triplicate and a duplicate of each extract was
analyzed. Results were expressed as meanszstandard deviation (SD). To determine the
correlation between the antioxidant activity methods and the contribution of the bioactive
compounds to antioxidant capacity, Pearson’s correlation coefficients were calculated. All

analyses were performed using Statgraphics Plus, version 5.1, 2000.

6.1.4. Results and discussion

Table 6.2 presents the physicochemical characteristics of 19 economically important
fruits in the local market of Yucatan. The fruits were sorted (high to low) according to the
content of total soluble solids. Some of the fruits selected for the present study are unknown
outside their natural range, some are barely known and some are well known and marketed in
Mexico. However, there are little data available on the physicochemical characteristics of
these fruits grown in Yucatan, Mexico, which further highlights the importance of this work.
The values obtained for edible part yield, moisture, total soluble solids, color and titratable
acidity differed among the fruits under study. The yield of edible parts for each fruit varied
from 36.7% (Green sugar apple) to 80.0% (black sapote). All the fruits showed a high
humidity content between 71.67% (purple sugar apple) and 87.50% (yellow cashew). With
regard to total soluble solids, yellow nance obtained the lowest level (8.95 °Brix) and black
sapote the highest (22.33 °Brix). According to De Souza, Pereira, Queiroz, Borges, and
Carneiro (2012), the fruits with the highest possibility of consumer acceptance are those with
high levels of soluble solids, such as those reported for the fruits analyzed in this work.
Regarding the color of the edible part, lightness L* varied from 20.67 (black sapote) to 73.92
(red cashew), indicating a dark and light coloring for these fruits, respectively. The hue angle
h, which represents the color tone, also varied; from 47.22 (mamey sapote) to 348.42 (purple
star apple). The values of h obtained for most of the fruits in this study correspond to red and

yellow tones.




Another important chemical characteristic of the fruits is titratable acidity, since high
acidity values can influence the taste (Pereira et al., 2013). Of all the fruits analyzed, sapodilla
and green star apple showed the lowest values of acidity, 0.19% and 0.20%, respectively,
(expressed as percentage of citric acid), while mamoncillo obtained a high value (1.87%).
According to Paiva, Manica, Fioravanco and Kist (1997), fruits with citric acid levels ranging
from 0.08% to 1.95% can be classified as mild in flavour and are well-accepted by consumers.
All the fruits evaluated in this work fell within this category.

According to the results obtained, the physicochemical characteristics obtained for the
fruits analyzed in this work are similar to those reported for other tropical fruits from countries
such as Ecuador (Vasco et al., 2008) and Brazil (Rufino, Alves, Brito, Pérez-Jiménez, Saura-
Calixto, & Mancini-Filho, 2010; De Souza et al., 2012).

Table 6.2. Some physicochemical characteristics of the edible parts of tropical fruits cultivated

in Yucatan, Mexico.

Fruit Yield of Moisture Total soluble Lightness Tone (°hue) Titratable
edible parts  (g/100 g) solids (L® acidity (g of
(%) (°Brix) citric

acid/100 g
FW)

Black zapote 80.0+1.0 75.7240.45  22.33+2.44  20.67£0.60 337.98+2.87 0.91+0.021

Purple sugar 37.0+1.0 71.67£1.37 21.12+0.10 67.87¥1.78 99.39+1.14  0.37%0.094

apple

Greensugar 36.7+1.15 73.0£1.10 21.10+0.13  65.40+0.93 95.07+0.47 0.36+0.098

apple

Mamey 66.0+1.0 74.99+0.63 19.89+0.18 43.43+0.08 47.22+0.07 1.03+0.002

sapote

Ilama 45.31£0.58 79.87£0.03  19.38+0.40 55.20+0.38 76.12+0.31  0.52+0.004

Dragon fruit 57.3+2.52 82.83+0.75 18.22+0.05 43.28+3.47 258.28+5.78 1.0+0.025

Custard 44.0£1.0 77.47+0.02 17.75£3.38 58.32+0.01 70.42+0.08 0.66+0.005

apple

White 47.2+0.72 79.23+0.41 15.3840.39 67.53+1.45 85.66+0.59 0.73+0.001

zapote

Sapodilla 69.0+1.0 82.17+0.75 15.21+0.06 43.44+0.96 68.97+2.31  0.19+0.007

Mamoncillo 38.7£2.31 83.67£0.82  13.91+0.62 50.42+4.56 60.76+3.16 1.87+0.007




Greenstar  49.0+1.0 83.51+0.05 13.45+0.02 64.68+4.14 93.37+0.51  0.20+0.008
apple

Red mombin 69.0+1.0 84.53+0.34 12.76+0.67 54.76+4.70 81.30+3.48 0.69+0.023
Purple star ~ 47.3+1.15 84.67+0.06 11.80+0.06 54.77+0.55 348.42+0.84 0.26+0.004
apple

Red cashew 57.3+1.53 85.80+0.67 11.00+0.24  73.92+0.07 87.90+0.35 0.48+0.009
Yellow 58.0£1.0 87.50+0.84 10.81+0.74 68.85+0.86 87.20+0.30  0.28+0.005
cashew

Green nance 60.7+0.58 79.83+1.17  9.79+0.01 49.95+2.35 94.60+0.50 0.31+0.008

Red nance  59.7+0.58 79.67+0.82  9.78+0.16 55.83+2.82 69.16+1.06  0.68+0.025

Green- 70.6+0.58 82.93+£1.20 9.62+0.05 64.41+0.90 100.46+0.52 1.22+0.007
yellow
mombin
Yellow 60.3+0.58 79.50+0.55 8.95+0.02 70.25+0.23 87.52+0.45 0.47+0.008
nance

The values are expressed as mean+ standard deviation (n=6)

In addition, numerous epidemiological studies have demonstrated the effect of the
dietary fiber found in fruits on intestinal health and in the prevention of cardiovascular
diseases, cancer, obesity and diabetes (Anderson et al., 2009). Table 6.3 shows total dietary
fiber content (TDF), insoluble dietary fiber (IDF) and soluble dietary fiber (SDF) for the
edible part of the fruits under study.

Total dietary fiber of the fruits varied from 11.69 g/100 g DW (mamoncillo) to 50.62
0/100 g DW (white sapote); insoluble dietary fiber ranged from 10.15 g/100 g DW (green-
yellow mombin) to 41.86 g/100 g DW (white sapote) and soluble dietary fiber from 0.31g/100
g DW (mamoncillo) to 10.17 g/100 g DW (black sapote). These results indicate that the fruits
under study showed a higher insoluble dietary fiber content in comparison with soluble dietary
fiber content.




Table 6.3. Dietary fiber contents of the edible part of tropical fruits cultivated in Yucatan,

Mexico.
Fruit Total dietary fiber (g/100  Soluble fiber (g/100 g Insoluble fiber (g/100 g
g DW) DW) DW)
Custard apple 40.41+0.21 5.41+0.21 35.00+0.42
llama 27.90+1.04 0.71+0.69 27.20+1.73
Purple star apple 35.68+0.83 2.72+0.17 32.96+1.00
Green star apple 30.78+0.42 7.68+0.14 23.10+0.28
Sapodilla 40.58+0.56 0.73+0.07 39.85+0.64
Red mombin 18.11+0.08 7.07+0.20 11.04+0.12
Green-yellow 17.54+1.06 7.39+0.42 10.15+1.49
mombin
Mamey sapote 21.50+1.13 2.37+1.03 19.13+0.12
Yellow cashew 25.42+3.16 1.28+0.76 24.14+2.40
Red cashew 28.26+0.72 4.61+0.22 23.65+0.49
Yellow nance 46.33+0.92 6.48+0.57 39.85+0.35
Red nance 46.33+0.88 6.48+0.50 39.85+0.30
Green nance 43.34+0.15 7.64+0.58 35.70+0.42
Dragon fruit 44.58+0.77 6.89+0.50 37.70+1.27
Purple sugar apple 18.63+0.21 6.93+0.50 11.70+0.28
Green sugar apple 26.15+0.46 6.91+0.01 19.24+0.47
Mamoncillo 11.69+1.19 0.31+0.01 11.39+1.19
White sapote 50.62+3.73 8.76+2.05 41.86+2.55
Black sapote 20.44+1.86 10.17+0.98 10.27+0.88

Values are expressed as mean+ standard deviation (n=6)

Dietary guidelines recommend a minimum daily intake of 25 g of DF, equivalent to
12.5 g of DF per 1000 calories consumed (Marlett, McBurney, & Slavin, 2002). In this regard,




dietary intake between 50 and 200 g from fruits studied (dry weight) can provide the
recommended amount of total dietary fiber per day.

Values of dietary fiber obtained from the fruits evaluated are comparable to those
reported by Jiménez-Escrig, Rincon, Pulido, & Saura-Calixto (2001) for guava (SDF=1.77
9/100 g DW, IDF=47.65 g/100 g DW, TDF=49.42 g/100 g DW), which is a fruit considered as
good source of dietary fiber. It is important to note that the value of soluble fiber for guava is
lower than those obtained for all fruits studied except ilama, sapodilla, yellow cashew and
mamoncillo.

The results obtained for the amounts of vitamin C, total anthocyanins, total soluble
phenols, total flavonoids and total carotenoids in the fruits under study are shown in Table 6.4.

Vitamin C is recognized as an important antioxidant compound of natural origin
(Almeida et al., 2011). In this study, vitamin C content (expressed as mg of ascorbic acid/100
g fresh weight) varied from 21.43 to 148.41 mg/100 g. The vitamin C content of yellow nance,
green nance, red cashew and red nance (116.67-148.41 mg/100 g) was higher than all the other
fruits evaluated, while the lowest contents were found in purple star apple, sapodilla, custard
apple, green star apple, ilama, mamey sapote, green-yellow mombin, red mombin and dragon
fruit (21.43-37.3 mg/100 g). The edible part of mamoncillo, purple sugar apple, green sugar
apple, black sapote, white sapote and yellow cashew presented moderate quantities of vitamin
C. The vitamin C content of the fruits evaluated in this work was higher than those reported
for jackfruit (1.2 mg ascorbic acid/100 g fresh weight), murici (11.8 mg ascorbic acid/100 g
fresh weight), sapodilla (3.9 mg ascorbic acid/100 g fresh weight), soursop (3.3 mg ascorbic
acid/100 g fresh weight), umbu (18.4 mg ascorbic acid/100 g fresh weight) and abiu (7.05 mg
ascorbic acid/100 g fresh weight) (Almeida et al., 2011; Rufino et al., 2010; Contreras-
Calderdn et al., 2011).




Table 6.4. Content of bioactive compounds in the edible part of tropical fruits cultivated in

Yucatan, Mexico.

Fruit mg of vitamin Total anthocyanins Total phenolic Total flavonoids Total
C/100 g FW (mg AT/100 g compounds (mg  (mg of carotenoids
FW) of GAE/100 g quercetin/100 g (mg of B-
FW) FW) carotene/100
g FW)
Custard apple 23.02+1.94 1.55+0.01 358.25+17.04 418.24+3.73 2.25+0.40
llama 26.98+2.46 1.31+0.01 246.29+62.06 230.53+3.57 1.57+0.62
Purple star apple  21.43+4.99 3.24+0.02 14.91+0.19 35.76+1.46 2.97+0.64
Green star apple 26.19+2.61 0.18+0.07 18.10+4.46 1.25+0.61 4.25+1.45
Sapodilla 21.43+2.61 1.16+0.02 15.35+0.73 0.18+0.14 1.69+0.06
Red mombin 36.51+2.46 1.77+0.10 115.53+6.41 38.31+18.57 17.16+0.89
Green-yellow 33.33+3.01 1.67+0.09 130.73+10.08 152.35+4.08 25.07+0.04
mombin
Mamey sapote 29.37+3.58 5.57+0.07 14.21+3.08 65.24+4.49 36.12+1.24
Yellow cashew 92.06+4.92 1.17+0.01 186.29+18.19 59.27+10.0 13.99+0.75
Red cashew 131.75+4.92 1.84+0.03 287.28+5.38 344.61+4.30 11.62+0.67
Yellow nance 116.67+3.98 0.37+0.02 240.76+16.61 127.27+12.31 14.54+0.42
Red nance 148.41+3.58 0.91+0.01 266.26+13.39 131.98+7.41 14.22+0.29
Green nance 116.67+4.99 1.17+0.11 195.35+23.80 98.80+1.83 12.82+0.28
Dragon fruit 37.30+3.58 0.36+0.01 58.89+11.79 25.51+5.26 2.93+0.73
Purple sugar apple 50.0+3.98 1.15+0.01 81.78+19.31 78.73+1.55 1.30+0.01
Green sugar apple  50.79+4.92 0.47+0.02 207.60+17.85 200.92+3.83 1.44+0.11
Mamoncillo 44.44+3.89 0.32+0.01 295.35+17.54 275.76+8.08 3.85+0.08
White sapote 64.29+4.99 1.91+0.01 373.27+26.68 341.88+1.43 15.86+2.40
Black sapote 59.52+7.22 14.19+0.01 158.48+1.02 376.04+72.29 7.99+0.38

Values are expressed as mean+ standard deviation (n=6)

The evidence also indicates that anthocyanins are responsible for the range of colors,
such as red, blue and purple, observed in fruits (Rufino et al., 2010) and are particularly
abundant in strawberries, red grapes, raspberries, cherries, berries and cranberries (Wu,
Beecher, Holden, Haytowitz, Gebhardt, & Prior, 2006). Moreover, interest in the study of
these pigments has intensified due to their possible pharmacological and therapeutic properties
(Garzon, 2008). In this regard, among the fruit species studied herein, black sapote exhibited a

high content of total anthocyanins (TA) (expressed as mg TA/100g fresh weight) (14.19




mg/100 g), followed by mamey sapote (5.57 mg/100 g) and purple star apple (3.24 mg/100 g).
The remaining fruits showed amounts below 2.0 mg TA/100 g. According to these results,
therefore, the total anthocyanin content of the fruits evaluated is similar to that of other
tropical fruits (Almeida et al., 2011; Rufino et al., 2010).

The phenolic compounds found in fruits and vegetables have attracted much interest
due to their potential as antioxidants. In this work, the content of TSP (expressed as mg gallic
acid equivalents /100 g fresh weight) varied from 14.21 to 373.27 mg/100 g. TSP content of
the fruits under study was higher in green sugar apple, yellow nance, ilama, red nance, red
cashew, mamoncillo, custard apple and white sapote (>200 mg/100 g), but lower in mamey
sapote, purple star apple, sapodilla and green star apple (<20 mg/100 g). The remaining fruits
showed intermediate amounts of TSP (between 20 and 200 mg/100 g). TSP content of the
fruits evaluated in this work was similar to that found in mombin, jackfruit, mangaba, murici,
papaya, pineapple, sapodilla, soursop, sugar apple, tamarind, and umbu with values ranging
from 13.5 to 159.9 mg gallic acid equivalents /100 g fresh weight (Almeida et al., 2011); abiu,
cassabanana, coastal sapote, macadamia and yellow mombin (from 15.7 to 83.0 mg gallic acid
equivalents /100 g) (Contreras-Calderdn et al., 2011) and in 24 cultivars of Italian sweet
cherry (from 84.96 to 162.21 mg gallic acid equivalents/100 g) (Ballistreri, Continella,
Gentile, Amenta, Fabroni, & Rapisarda, 2012).

Flavonoids have been demonstrated to have antioxidant activity as well as a positive
effect in the prevention of cardiovascular disorders and diseases caused by free radicals (Yao
et al., 2004). In this work, the highest contents of total flavonoids were found in white sapote,
red cashew, black sapote and custard apple (341.88-418.24 mg quercetin equivalents /100 g
fresh weight), while the lowest were observed in sapodilla, green star apple, dragon fruit,
purple star apple, red mombin, yellow cashew, mamey sapote, purple sugar apple and green
nance (0.18-98.80 mg quercetin equivalents /100 g fresh weight). The remaining fruits showed
moderate amounts of total flavonoids between 127.27 and 275.76 mg quercetin equivalents

/100 g fresh weight. The total flavonoid contents of the fruits analyzed in this work were




similar to reports for berries (250.1 mg quercetin equivalents /100 g fresh weight) (Lin &
Tang, 2007).

Carotenoids are not just vitamin A precursors; they also show a significant level of
antioxidant activity (Rufino et al., 2010). In this study, the content of total carotenoids
(expressed as mg of B-carotene/100 g fresh weight) obtained in mamey sapote was higher
(36.12 mg/100 g) than those obtained in all the other fruits; lower values were found in green-
yellow mombin (25.07 mg/100 g) and red mombin (17.16 mg/100 g). Among the other fruit
species evaluated, black sapote, red cashew, green nance, yellow cashew, red nance, yellow
nance and white sapote showed moderate values of B-carotene (7.99 mg/100 g), while purple
sugar apple, green sugar apple, ilama, sapodilla, custard apple, dragon fruit, purple star apple,
mamoncillo and green star apple presented values below 5 mg/100 g. The high and moderate
[3-carotene contents of the fruits studied in this work were higher than those reported for carrot
(5.18 mg of B-carotene/100 g fresh weight) (Campos, Pinheiro-Sant'ana, Souza, Stringheta, &
Chaves, 2006) and for five Brazilian fruits from Cerrado (0.57-1.31 mg of B-carotene/100 g
fresh weight) (De Souza et al., 2012).

The antioxidant capacity of food is determined by a mixture of different antioxidants
with different action mechanisms; therefore, the antioxidant capacity of food products must be
evaluated with a variety of methods which can address the different mechanisms (Pérez-
Jiménez et al., 2008). The most widely used methods are the ABTS and DPPH radicals (Ali et
al., 2008; Almeida et al., 2011; Kuskoski, Asuero, Troncoso, Mancini-Filho, & Fett, 2005). To
this effect, two oxidant systems have been selected in the present work, both of which are
based on measuring color degradation in DPPH or ABTS. The ABTS method is generally
indicated for evaluating the antioxidant activity of hydrophilic compounds and the DPPH
method is commonly used for aqueous/organic extracts with hydrophilic and lipophilic
compounds (Rufino et al., 2010). Table 6.5 shows the antioxidant capacity of fruits cultivated
in Yucatan, determined as Trolox equivalents (TEAC) (uM Trolox/100 g fresh weight) and
vitamin C equivalents (VCEAC) (mg of vitamin C/100 g fresh weight) using the ABTS and
DPPH assays.




In this work, the antioxidant activity of the fruits evaluated with the ABTS assay was
higher in red cashew, green-yellow mombin, yellow cashew, green sugar apple, purple star
apple, custard apple, purple sugar apple, white sapote, red nance, yellow nance, red mombin,
mamoncillo, green nance, ilama and green star apple (values between 618.47 and 684.78 uM
Trolox/100 g fresh weight and values between 180.48 and 199.98 mg of vitamin C/100 g fresh
weight), while black sapote obtained a moderate value of antioxidant activity (559.78 uM
Trolox/100 g fresh weight and 163.21 mg of vitamin C/100 g fresh weight). Dragon fruit,
mamey sapote and sapodilla exhibited low antioxidant activity (values from 359.69 to 404.75
uM Trolox/100 g fresh weight and values of 104.36 to 117.62 mg of vitamin C/100 g fresh
weight).

On the other hand, the antioxidant activity of the fruits evaluated with the DPPH assay
was higher in mamoncillo, green star apple, red mombin, yellow cashew, green-yellow
mombin, white sapote, ilama, purple sugar apple, purple star apple, green sugar apple, yellow
nance, red nance, custard apple and green nance (values ranging from 322.36 to 380.66 uM
Trolox/100 g fresh weight and values from 69.45 to 82.05 mg of vitamin C/100 g fresh
weight). Among the fruits studied, the antioxidant activity values of dragon fruit, sapodilla and
red cashew corresponded to a moderate level, while mamey sapote and black sapote presented
low antioxidant activity. The TEAC and VCEAC values obtained in this work for all the fruits
with both methods (DPPH and ABTS) coincide with similar results registered in a study of 11
tropical fruits from the Northeast region of Brazil (Almeida et al., 2011). Furthermore, TEAC
values found in the present work are similar, inferior or superior, depending on the fruit under
study, to other fruits rich in antioxidants, such as berries (430 and 710 uM Trolox/100 g of the
sample determined by DPPH and ABTS, respectively), grape (700 and 920 uM Trolox/100 g
of the sample determined by DPPH and ABTS, respectively), guava (590 and 820 puM
Trolox/100 g of the sample determined by DPPH and ABTS, respectively), strawberry (430
and 1200 uM Trolox/100 g of the sample determined by DPPH and ABTS, respectively),
acerola (4660 and 6760 uM Trolox/100 g of the sample determined by DPPH and ABTS,
respectively), pineapple (530 and 340 uM Trolox/100 g of the sample determined by DPPH




and ABTS, respectively) and mango (2430 and 1320 uM Trolox/100 g of the sample
determined by DPPH and ABTS, respectively) (Kuskoski et al., 2005).

Table 6.5. Antioxidant activity, TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) and VCEAC
(Vitamin C equivalent antioxidant capacity) (by ABTS and DPPH methods) in tropical fruits

cultivated in Yucatan, Mexico.

Fruit TEAC (um/100 g FW) VCEAC (mg/100 g FW)
ABTS DPPH ABTS DPPH

Custard apple 649.69+21.89  376.30+2.29 189.66+6.44  81.10+0.49
Latme 674.59+6.30  357.83+16.97 196.98+1.85  77.11+3.67
Purple starapple 649 63+15.73  366.56+8.04 189.64+4.63  79.00+1.74
Greenstarapple  gg4.78+6.90 332.72+6.58 199.98+2.03  71.69+1.42
Sapodilla 404.75+45.03  208.04+14.79 117.62+413.24  44.76+3.20
Red mombin 662.67+35.34  332.91+12.88 193.47410.39  71.73+2.78
Green-yellow

mombin 624.58+74.33  348.97+9.60 182.27+21.86  75.20+2.07
Mamey sapote 393.81+0.36 113.06+26.45 114.40+0.11 24.24+5.71
Yellow cashew 642.06+38.17  345.15+15.17 187.41+11.23  74.37+3.38
Red cashew 618.47+6.41 273.69+0.54 180.48+1.88  58.94+0.12
Yellow nance 661.79+35.0  372.91+4.05 193.22+10.29  80.37+0.88
Red nance 661.68+22.91  375.54+2.66 193.18+6.74 80.94+0.57
Green nance 669.48+16.12  380.66+6.96 195.48+4.74 82.05+1.50
Dragon fruit 350.60+14.61  198.97+14.12 104.36+4.30  42.80+3.05
Purple sugar Apple 557143155  357.88+22.01 191.43+9.28 77.12+4.75
Greensugar Apple  g4625+12.15  368.55+8.33 188.64+3.57 79.43+1.80
Mamoncillo 665.38+20.96  322.36+14.40 194.27+6.17  69.45+3.11
White sapote 661.03+18.94  349.21+19.70 192.99+4557  75.25+4.26
Black sapote 550.78+23.53  118.44+13.32 163.21+6.92  25.40+2.88

Values are expressed as mean+ standard deviation (n=6)

The correlation coefficient between antioxidant activity (expressed in TEAC using
ABTS and DPPH), vitamin C, total flavonoids, total soluble phenols and total carotenoids are

presented in Table 6.6.




Table 6.6. Pearson’s Correlation between different parameters of antioxidant capacity
(expressed with TEAC using ABTS and DPPH) and ascorbic acid, total flavonoids, total

phenolic compounds, total carotenoids and total anthocyanins.

Parameters Correlation coefficient (R)
ABTS DPPH
DPPH 0.82*

Vitamin C 0.29 0.23

Total flavonoids 0.29 0.02
Total phenolic compounds 0.52* 0.43*
Total carotenoids -0.17 -0.26
Total anthocyanins -0.23 -0.66

*Significant with P<0.05. Number of samples n=19

Antioxidant activity measured with ABTS and DPPH assays presented a positive
correlation (R=0.52 and R=0.43, P<0.05, respectively) with total soluble phenols. There was
no significant relationship between antioxidant activity measured with both assay methods
(ABTS and DPPH) and vitamin C, total flavonoids, total carotenoids and total anthocyanins.
These results suggest that the total soluble phenols may be the most important contributors to
the antioxidant activity in the fruits studied in this research. Several studies have reported a
high correlation between phenolic compound content and antioxidant activity (Kuskoski et al.,
2005; Almeida et al., 2011; lkram et al., 2009; Rufino et al., 2010), while other authors have
found no significant correlations (Sun & Ho, 2004; Amin, Norazaidah, & Emmy Hainida,
2006). Such significant or non significant correlations between phenolic compounds and
antioxidant activity could be explained by the strong presence of a diversity of reducing agents
such as ascorbic acid, minerals and carotenoids in the fruits (Deepa, Kaur, Singh, & Kapoor,
2006); as well as genetic, agroeconomical and environmental influences (Jagdish, Upadhyay,
Kundan, Anant, & Mathura, 2007).

A high positive correlation was obtained between the two assays (ABTS and DPPH)
used to measure antioxidant activity in the tropical fruit species under study (R=0.82, P<0.05),
indicating that the fruit extracts showed comparable activities in both assays. However, it is

important to note that the DPPH assay presented lower values of antioxidant activity




(approximately 50%) in comparison with the ABTS assay; this result concurs with other
studies carried out by Arnao (2000) and Almeida et al. (2011). Using these studies as
reference, three possible explanations for this phenomenon can be put forward, firstly: the
ABTS assay was measured at 734 nm while the DPPH assay was measured at 515 nm; at this
wavelength in the visible region, the colored compounds such as anthocyanins and carotenoids
present in the sample may have a spectrum which overlaps that of the DPPH at 515 nm, and
thus interferes with the measurements. A second possible explanation is that it could be due to
the reaction mechanisms of the DPPH and free radical scavengers, which are influenced by the
structural conformation of antioxidants, thus, the small molecules with better accessibility to
the active center of the radical apparently possess greater antioxidant activity through this
method (Prior, Wu, & Schaich, 2005). A third possible explanation is that it is caused by the
reversible reactions of DPPH with certain phenols, such as eugenol and its derivatives,
resulting in low values of antioxidant activity (Bondet, Brand-Williams, & Berset, 1997).

6.1.5. Conclusions

The results obtained for the physicochemical composition of the tropical fruits from
Yucatan, Mexico did show variation, and can be compared with the values found in various
conventional fruits.

The samples analyzed in this study had high bioactive compounds content and
considerable levels of antioxidant activity.

There was a positive correlation between antioxidant activity and total soluble phenols
by the ABTS and DPPH. The fruits studied had a comparable antioxidant activity in both,
ABTS and DPPH.

The results indicate promising perspectives for the exploitation of the tropical fruits
species from Yucatan, Mexico. Therefore, these fruits represent a major, real potential for the

development of new products with functional properties.
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6.2.1. Abstract

The aim of this study was to determine the antioxidant compounds, antioxidant activity
and content of individual phenolic compounds of freeze-dried peel from three tropical fruits
grown in Yucatan, México: purple star apple (Chrysophyllum cainito L.), yellow cashew and
red cashew (Annacardium occidentale). The freeze-dried peels were good source of
antioxidant compounds. ABTS and DPPH values in the peel from each fruit were 3050.95 to
3322.31 uM Trolox/100 g dry weight (DW) or 890.19 to 970.01 mg of vitamin C/100 g DW,
and 1579.04 to 1680.90 uM Trolox/100 g DW or 340.18 to 362.18 mg of vitamin C/100 g
DW, respectively. Six phenolic compounds were identified in the peel from the tropical fruits
studied: ferulic, caffeic, sinapic, gallic, ellagic and myricetin. This study demonstrated that
freeze-dried peels from purple star apple, yellow cashew and red cashew, could serve as

potential sources of antioxidants for use in food and pharmaceutical industries.

Keywords: fruit peel, antioxidant compounds, antioxidant activity, phenolic

compounds, Annacardium occidentale, Chrysophyllum cainito L.




6.2.2. Introduction

The human body produces reactive oxygen species (ROS), such as superoxide anion
radical, hydroxyl radical, and hydrogen peroxide by many enzymatic systems through oxygen
consumption (Dina et al., 2009). In small amounts, these ROS can be beneficial as signal
transducers and growth regulators (Hancock, Desikan, & Neill, 2001). However, during
oxidative stress, large amounts of these ROS may favor some human disease conditions such
as cancer, cardiovascular diseases, aging, and neurodegenerative diseases (Bagchi et al.,
2000). Hence, certain amounts of exogenous antioxidants are constantly required to maintain
an adequate level of antioxidants in order to balance the ROS. Recently, many
epidemiological studies have suggested that the consumption of natural antioxidants such as
polyphenol-rich food, fresh fruits, vegetables or teas has protective effects against the
aforesaid diseases and this protection has been partly ascribed to the presence of several
components, such as vitamins, flavonoids, anthocyanins and other phenolic compounds
(Klimczak, Malecka, Szlachta, & Gliszczynska, 2007).

Apart from their biological properties, the natural antioxidants are also of interest in the
cosmetic, pharmaceutical and especially in the food industries, since they can also be used as
substitutes for synthetic antioxidants (Moure et al., 2001), providing protection against
oxidative degradation from free radicals.

Many seasonal fruits are processed to make dried products, juices, jams, nectars,
compotes, etc. The major by-products of such processing are the peel and the seed. According
to many authors, the content of total phenolic compounds, total flavanol content and
antioxidant activity is particularly high in the peel of some fruits, more so than in whole fruit
(Ajila, Naidu, Bhat, & Prasada, 2007; Kunradi, Da Silva, Copetti, Da Valdemiro, Costa
Nunes, & Fett, 2009).

Recently, Moo-Huchin et al. (2014) reported that in Yucatan, Mexico, there are a large
number of tropical fruits that contain a considerable amount of bioactive compounds and
antioxidant activity in the pulp such as the purple star apple, yellow cashew and red cashew.

These fruits are consumed in fresh or in a processed form and the peel of the fruit is discarded




as waste of little value. Because fruit residues are inexpensive, easily available, and composed
of bioactive molecules, the focus of research has shifted to such residues as a source of
antioxidants, which could be used in the food, cosmetic, and pharmaceutical industries
(Babbar, Oberoi, Uppal, & Patil, 2011). In this regard, the aim of this study was to determine
the main antioxidant compounds, antioxidant activity and content of individual phenolic
compounds of lyophilized peel from purple star apple (Chrysophyllum cainito L.), yellow
cashew and red cashew (Annacardium occidentale) fruits grown in Yucatan, México. To the
best of our knowledge, this is the first paper presenting comprehensive data on antioxidant
compounds, antioxidant activity and content of individual phenolic compounds content for the

three fruit peels.

6.2.3. Materials and methods

6.2.3.1. Sample

About 5 kg of each fruit were purchased at eating ripeness from the local markets in
Yucatan, Mexico during 2012. Eating ripeness for purple star apple was determined by the
color of the peel (75% purple) (Alvarez-Vargas et al., 2006), while the eating ripeness for
yellow cashew and red cashew was determined by °Brix/acidity ratio (25.86) (Morales-Landa
et al., 2013). Fruits without blemishes or damage were selected and sent to the laboratory for
peel extraction. After the fruits had been cleaned with tap water, peels were extracted
manually with a knife and lyophilized in a freeze dryer Lab-conco Model 6 (Labconco-corp,
Kansas City, MO) at 0.04 MBar and -56°C for 48 h. Finally, the freeze-dried peel of each fruit
was crushed using a mortar and stored at -20°C until analysis.

6.2.3.2. Analysis of antioxidant compounds

6.2.3.2.1. Determination of total soluble phenols (TSP) and total flavonoids

The 80% methanol has been used to assure the maximum extraction of soluble phenols
and flavonoids of tropical fruits such as mature green mangos cv. ‘Ataulfo’ and Irwin mango
(Robles-Sanchez, et al., 2011; Shivashankara, I1sobe, Al-Haqg, Takenaka, & Shiina, 2004). TSP

and flavonoid compounds were extracted using 1 g of freeze-dried peel of each fruit, which




was homogenized in 10 mL of 80% methanol (Moo-Huchin et al., 2014). The homogenated
extract was sonicated for 30 min at 40°C and centrifuged in an Eppendorf centrifuge, model
5702 R, at 1200 x g for 10 min at room temperature. The supernatant was collected, and the
sediment was subjected to an additional extraction using the same procedure. Both
supernatants were mixed and stored at -20°C until analysis. Total soluble phenols were
determined according to Singleton and Rossi (1965). Briefly, 50 uL of extracts were mixed
with 3 mL of deionized water and 250 pL of Folin-Ciocalteu reagent (1N). After 8 min of
equilibrium, 750 pL of 20% Na,CO3; and 950 uL of H,O were added to the extracts; after
incubation for 30 min at room temperature, the absorbance was read at 765 nm with a UV-Vis
spectrophotometer PerkinEImer Lambda 11. Concentration of total soluble phenols compound
was calculated using a standard curve of aqueous solutions of gallic acid (0-10 ppm) and
expressed as mg gallic acid equivalents (GAE)/100 g dry weight (DW).

Flavonoid content was determined according to methods described by Gonzélez-
Aguilar, Villegas-Ochoa, Martinez-Téllez, Gardea, and Ayala-Zavala (2007). 1 mL from each
extracted sample was mixed and equilibrated with 4 mL of deionized water and 300 uL 5%
NaNO; for 5 min. After equilibrium, 300 puL of 10% AICI3 (methanolic solution) were added,;
the mixture was allowed to sit for 1 min and then 2 mL of 1 M NaOH were added. The last
volume was completed to 10 mL with H,O, stirred, and readings were taken. Mixture
absorbance was determined at 415 nm, using a UV-Vis spectrophotometer PerkinElmer
Lambda 11. Concentration of total flavonoids of fruits was calculated using a standard curve
of quercetin (0-60 ppm) and expressed as mg quercetin equivalents (QE)/100 g of DW.

6.2.3.2.2. Total anthocyanins

Anthocyanins were extracted from 1 g of freeze-dried peel of each fruit with 30 mL of
95% ethanol/1.5 M HCL (85:15, v:v) (Moo-Huchin et al., 2014). The extract was transferred
to a 50 mL volumetric flask, completing the volume with 1.5 M ethanol-HCL and stored for
12 h at 4°C. After filtration, the absorbance was measured in a UV-Vis spectrophotometer
PerkinEImer Lambda 11 at 535 nm. The total anthocyanin content was determined applying

the Lambert-Beer law, calculated as mg/100 g of DW, through the formula: Asss x dilution




factor/E{E, <5< ; where Asgs is the absorbance in the diluted sample and E{2, <5< is the values

factor (98.2) of molar absorptivity for the acid-ethanol solvent and it refers to the absorption of
a mixture of cranberry anthocyanins in acid-ethanol, measured in a 1 cm-cell at 535 nm, at a

concentration of 1% (w/v).

6.2.3.2.3. Total carotenoids

Extraction of carotenoids was carried out according to the method developed by Chen,
Tai, and Chen (2004). 1 g of freeze-dried peel from each fruit was mixed with 50 mL of
hexane:acetone:ethanol (70:15:15, v/v/v) containing 0.05% BHT. The mixture was stirred for
1 h using an orbital shaker. Afterwards, 5 mL of 40% KOH in methanolic solution were
added, and the solution was saponified at 25°C in the dark for 2 h. Subsequently, 30 mL of
hexane were added, the mixture was shaken vigorously and the upper layer was collected. The
lower layer was extracted twice and the supernatant was also collected and filtered through
sodium sulphate powder to remove traces of water. The supernatant obtained was pooled and
taken for analysis. Total carotenoid content was determined spectrophotometrically at 450 nm
in a UV-Vis spectrophotometer PerkinEImer Lambda 11. A calibration curve (0-50 ppm) was
prepared using B-carotene in hexane as the standard and hexane as the blank. The results were
expressed as mg B-carotene/100 g of DW.

6.2.3.2.4. Vitamin C

For vitamin C determination the titrimetric method with 2,6-dichlorophenolindophenol
reagent (AOAC-Association of Official Analytical Chemists, 1995) with some modifications
was applied. 1 g of freeze-dried peel was mixed with 100 mL of a solution of oxalic acid (4%).
The mixture was homogenized and filtered. 5 mL of filtrated solution were diluted to 10 mL
with 4% oxalic acid solution. This solution was titrated with 0.01% of 2,6-dichloro-phenol-
indophenol solution. The end point was considered to be when the solution had attained a pink
color which persisted for 15 s. The calibration of 2,6-dichlorophenolindophenol solution was
performed with 0.05% ascorbic acid solution. Results were expressed as mg of ascorbic acid

equivalents per 100 g of DW.




6.2.3.3. Antioxidant capacity (AOC)

Extraction of antioxidant compounds was done according to the method of Moo-
Huchin et al. (2014). 1 g of freeze-dried peel of each fruit was homogenized in 10 mL of
acetone/water/acetic acid (70:29.5:0.5, v/v/v), sonicated for 30 min in an ultrasonic bath Grant
XB3 (Boekel Scientific, Inc, Pennsylvania Blvd.) and then centrifuged for 15 min at 15,000 g.
The supernatant was collected, and the sediment was subjected to an additional extraction
using the same procedure. Both supernatants were mixed and these constituted the extracts for
AOC analysis and analysis of phenolic compounds. According to Kajdzanoska, Petreska, and
Stefova (2011), this extraction method enables the collection of soluble phenols, flavonoid
glycosides, procyanidins, and certain oligomeric and polymeric proanthocyanidins from
strawberries.

DPPH (2,2 -diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay was conducted according to the Brand-
Williams, Cuveller, and Berset (1995) technique with some modifications. The stock solution
was prepared by mixing 2.5 mg of DPPH radical with 100 mL of methanol. The solution
absorbance was adjusted at 0.7 + 0.02 in 515 nm using an UV-Vis spectrophotometer
PerkinElmer Lambda 11. 3.9 mL of DPPH radical were placed in a test tube and 100 pL of the
antioxidants extract or standard were added (methanol was used as blank). The decrease in
absorbance at 515 nm was measured at 1 min intervals for the first 10 min, and then at 5 min
intervals until stabilization. Based on a preliminary study, the time required to obtain DPPH
readings of each fruit peel was 30 min. Two calibration curves were prepared using Trolox
and ascorbic acid as standards and results (AOC) are expressed as uM Trolox equivalents/100
g of DW and ascorbic acid equivalents in mg/100 g of DW.

The ABTS (2,2"-Azinobis-3-ethylbenzotiazoline-6-sulfonic acid) assay was conducted
according to Miller, Rice-Evans, Davies, Gopinathan, and Milner (1993). ABTS+" cation was
generated through the interaction of 19.2 mg of ABTS dissolved in 5 mL of HPLC-grade
water and 88 pL of 0.0378 g/mL potassium persulfate (K,S,Og) The cation was incubated in
the dark at room temperature for 16 h. The ABTS activated radical was diluted with ethanol to

an absorbance of 0.70 + 0.02 at 734 nm. After the addition of 30 puL of antioxidants extract or




standard to 2970 pL of diluted ABTS solution, absorbances were recorded 6 min after mixing.
Two calibration curves were prepared using Trolox and ascorbic acid as a standard and results
(AOC) are expressed as uM Trolox equivalents/100 g of DW and ascorbic acid equivalents in
mg/100 g of DW.

6.2.3.4. Analysis of phenolic compounds

Identification and quantification of individual phenolics were carried out using HPLC-
1220 Agilent equipped with a UV-visible detector at 280 nm. Extracts were prepared as
mentioned previously (section 6.2.3.3.) and were evaporated at 40°C using a rotary evaporator
(Buchi R-205, Labortechnik, Switzerland). The residue was reconstituted in 5 mL of methanol
and taken to 10 mL with HPLC water. An aliquot was filtered through a 0.45 um membrane
and aliquots of 20 pL were injected in the HPLC system. A 250 x 4.6 mm i.d., 5um, Nucleosil
C18 column was used (operated at 25°C). Mobile phase consisted of 1% formic acid (98%)
(A) and acetonitrile (2%) (B), at a flow rate of 0.5 mL/min. Elution gradient was 2 to 100%
(B) from 0 to 70 min (Yahia, Gutierrez-Orozco, & Arvizu-De Leon, 2011). The following
individual phenolic standards were purchased from Sigma Aldrich: gallic, caffeic, ellagic,
trans-cinnamic, quercetin, catechin, epicatechin, ferulic, myricetin, sinapic, p-hydroxybenzoic
and kaempferol. Calibration curves for each standard were prepared for quantification.

6.2.3.5. Statistical analysis

All extraction assays were carried out in triplicate and a duplicate of each extract was
analyzed. Results were expressed as meanststandard deviation (SD). One-way analysis of
variance (ANOVA) was carried out by Statgraphics Plus software, version 2.1 (Manugistic,
Inc., Rockville, MD, USA). The comparison of means was performed by Tukey test.
Statistical differences were considered to be significant (P<0.05)

6.2.4. Results and discussion

Drying is increasingly used to extend the shelf life of raw materials with high moisture
content, such as fruits and vegetables, due to their microbial instability. Drying allows longer
periods of storage, while it minimizes packing requirement, transport, handling, and

distribution (Kwok, Hu, Durance, & Kitts, 2004). The drying process may affect the content




and activity of antioxidants compounds of vegetables (Chang, Lin, Chang, & Liu, 2006). In
this regard, it has been suggested freeze-drying to ensure the retention of antioxidant
compounds from fruit byproducts (Henriquez, Almonacid, Lutz, Simpson, & Valdenegro,
2012; Wolfe & Liu, 2003). This explains the use of freeze-drying of fruit peels analyzed in
this work.

According to several authors, content of antioxidant compounds and antioxidant
activity are particularly high in the peel of some fruits (Ajila et al., 2007; Kunradi et al., 2009).
In this paper, significant levels of antioxidant compound contents are reported in the freeze-

dried peel of three tropical fruits cultivated in Yucatan, Mexico (Table 6.7).

Table 6.7. Content of antioxidant compounds in the freeze-dried peel of tropical fruits
cultivated in Yucatan, Mexico

Freeze-  Vitamin C (mg/100 Total Total phenolic Total flavonoids Total
dried g DW anthocyanins compounds (mg of (mg of carotenoids (mg
peel (mg TA/100 g GAE/100 g DW) quercetin/100 g of B-

DW) DW) carotene/100 g

DW)

Purple 117.96+27.24a 85.44+9.68b 695.18+47.36a 844.32+30.55b 59.02+0.78a
star
Apple
Yellow 172.62+11.90b 1.83+0.04a 633.29+22.21a 628.18+33.36a 172.32+5.74b
cashew
Red 1583.33+13.74c 9.29+0.16a 1316.89+45.78b 833.79+42.89b 256.90+6.26¢
cashew

Values are expressed as meanzstandard deviation (n=6)

Statistical analysis revealed significant differences (P<0.05) in the content of
antioxidant compounds of the different fruit peel samples under study.

Vitamin C is considered to be an antioxidant compound of natural origin in the diet
(Almeida et al., 2011). In this paper, the freeze-dried peel of red cashew (1583.33 mg of
ascorbic acid/100 g DW) presented a higher content of vitamin C in comparison with the other
peel samples studied. The vitamin C content found in the freeze-dried fruit peels in this study

was higher than those reported for orange peel (16.25 mg of ascorbic acid/100 g DW),




mandarin peel (12.32 mg of ascorbic acid/100 g DW), grapefruit peel (28.17 mg of ascorbic
acid/100 g DW) (Rincon, Vasquez, & Padilla, 2005) and similar to reports for camu-camu
fruit peel (1538-1641 mg of ascorbic acid/100 g DW) (Villanueva-Tiburcio, Condezo-Hoyos,
& Asquieri, 2010). These results indicate that the freeze-dried peel of red cashew is an
excellent source of vitamin C that can be used in the pharmaceutical industry. A number of
studies have provided scientific evidence confirming that extracts rich in anthocyanins can
improve visual acuity, show antioxidant activity, radical scavenging activity and act as chemo-
protecting agents (Aguilera-Ortiz, Reza-Vargas, Chew-Madinaveitia, & Meza-Velazquez,
2011). Clinical studies in Italy showed that 79% of diabetic patients consumers of bilberries
extract (160 mg twice daily for a month) showed improvement in symptoms of diabetic
retinopathy (Perossini, Guidi, Chiellini, & Siravo, 1987).

According to the results, the freeze-dried peel of the purple star apple (85.44 mg
AT/100 g DW) presented a higher content of total anthocyanins (TA) followed by red cashew
and yellow cashew. Total anthocyanin contents of each freeze-dried fruit peel under study was
higher than those reported by Silva et al. (2014) for guava (0.90 mg of AT/100 g DW) and
sapodilla (1.07 mg of AT/100 g DW) byproducts of tropical fruits from Brazil.

Food extracts rich in anthocyanins have been developed and incorporated into dietary
supplements. For example, extracts of purple corn anthocyanins have been used as an
antioxidant dietary supplement recommended for promoting health (look younger and more
radiant skin) (Shipp & Abdel-Aal, 2010). Anthocyanins are being marketed as a supplement
called Medox®, which incorporates a concentrated amount of cyanidin-3-glucoside and
delphinidin-3-glucoside extracted from Norwegian berries (Vaccinium myrtillus) and
blackcurrants (Ribes nigrum) (Biolink Group, 2014). This information provides the possibility
of using the peels of three fruits studied in the industry as a source of anthocyanins.

The phenolic compounds found in fruits and vegetables have attracted much interest
due to their potential as antioxidants. In this paper, the freeze-dried peel of red cashew
(1316.89 mg of GAE/100 g DW) showed a higher content of total soluble phenols in
comparison with the other fruit peels analyzed. These results are similar to those reported for




the peels of green grape (Perlette and Sugra One), red grape (Flame and Red Globe) (values
from 718 to 1060 mg of GAE/100 g DW) and kiwano (500 mg of GAE/100 g DW)
(Matsusaka & Kawabata, 2010; Molina-Quijada, Medina-Juarez, Gonzalez-Aguilar, Robles-
Sanchez, & Gadmez-Meza, 2010), indicating that the freeze-dried peel of the fruits under study
represents an excellent source of phenolic compounds which can be used in the food and
pharmaceutical industries.

Flavonoids are a widely distributed group of polyphenolic compounds with health-
related properties, which are based in their antioxidant activity (Benavente-Garcia, Castillo,
Marin, Ortufio, & Del Rio, 1997). Epidemiological studies suggest dietary intake of flavonoids
may reduce the risk of tumors of the breast, colon, lung, prostate, and pancreas (Romagnolo &
Selmin, 2012). It is known that industrial citrus wastes are exploited by the industry to extract
flavonoids (Marin, Soler-Rivas, Benavente-Garcia, Castillo, & Pérez-Alvarez, 2007). In this
regard, the company Nature's Plus sells a dietary supplement called bioflavonoids from lemon
peel (NatureFarma, 2014). In this paper, the contents of total flavonoids obtained for the
freeze-dried peel of red cashew (833.79 mg of quercetin/100 g DW) and purple star apple
(844.32 mg of quercetin/100 g DW) were higher in comparison with that of yellow cashew
peel (628.18 mg of quercetin/100 g DW). The fruit peels under study showed levels of total
flavonoids similar to those reported for the peel of green grape (Perlette and Sugra One) and
red grape (Flame and Red Globe) (from 600 to 881 mg of quercetin/100 g DW) (Molina-
Quijada et al., 2010).

Carotenoids are phytochemicals presented in considerable amount in tropical exotic
fruit tissue (Rufino, Alves, Brito, Pérez-Jiménez, Saura-Calixto, & Mancini-Filho, 2010).
Carotenoids play a potentially important role in human health by acting as biological
antioxidants, protecting cells and tissues from the damaging effects of free radicals and singlet
oxygen and are used as natural colorants in the food industry (Oreopoulou & Tzia, 2007). In
this study, the freeze-dried peel of red cashew (256.90 mg B-carotene/100 g DW) showed a
higher total carotenoid content, followed by yellow cashew (172.32 mg B-carotene/100 g DW)
and purple star apple (59.02 mg p-carotene/100 g DW). The values of total carotenoids found




in the present study are superior to those reported for orange peel, mandarin peel and
grapefruit peel (from 2.25 to 11.03 mg of B-carotene/100 g DW) (Rincon et al., 2005).

The antioxidant capacity of food is determined by a mixture of different antioxidants
with different action mechanisms; therefore, the antioxidant capacity of food products must be
evaluated with a variety of methods which can address the different mechanisms (Pérez-
Jiménez et al., 2008). The most widely used methods are the ABTS and DPPH radicals (Ali,
Kasoju, Luthra, Sharanabasava, Sahu, & Bora, 2008; Almeida et al., 2011; Kuskoski, Asuero,
Troncoso, Mancini-Filho, & Fett, 2005). To this effect, two oxidant systems have been
selected in the present work, both of which are based on measuring color degradation in DPPH
or ABTS. The ABTS method is generally indicated for evaluating the antioxidant activity of
hydrophilic compounds and the DPPH method is commonly used for agueous/organic extracts
with hydrophilic and lipophilic compounds (Rufino et al., 2010). Table 6.8 shows the
antioxidant capacity of the freeze-dried fruit peels under study, determined as Trolox
equivalents (TEAC) (uM Trolox/100 g DW) and vitamin C equivalents (VCEAC) (mg of
vitamin C/100 g DW) using ABTS and DPPH assays.

When the ABTS assay was used, the freeze-dried peel with higher antioxidant activity
corresponded to purple star apple (3310.95 uM Trolox/100 g DW) and yellow cashew
(3322.31 uM Trolox/100 g DW) in comparison with red cashew peel. The TEAC values found
in the freeze-dried peels, using the ABTS assay, are superior to those reported for banana peel
(567 uM Trolox/100 g DW) and kiwano peel (1420 uM Trolox/100 g DW) (Babbar et al.,
2011; Matsusaka & Kawabata, 2010).

When the antioxidant activity was measured with the DPPH method, the freeze-dried
fruit peels under study showed similar values of antioxidant activity with no significant
difference. These results are superior to those reported for freeze-dried apple peel (1435 uM
Trolox/100 g DW) (Henriquez et al., 2012), which is a waste product from dried apple

manufacture considered as good source of antioxidants.




Table 6.8. Antioxidant activity, TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) and VCEAC
(Vitamin C equivalent antioxidant capacity) (by ABTS and DPPH methods) of the freeze-

dried peel of tropical fruits cultivated in Yucatan, Mexico

Freeze-dried peel TEAC (um/100 g DW) VCEAC (mg/100 g DW)
ABTS DPPH ABTS DPPH
Purple star apple
3310.95+32.48b 1680.90+75.81a 966.66+9.55b 362.18+16.3a
Yellow cashew
3322.31+49.24h 1579.04+121.53a 970.01+14.48b 340.18+26.2a
Red cashew 3050.95+188.9a 1593.65+67.8a 890.19+55.57a 343.34+14.6a

Values are expressed as meanzstandard deviation (n=6)

Furthermore, TEAC and VCEAC values obtained in this work for freeze-dried fruit
peels with both methods (DPPH and ABTS) are inferior to those reported for residue from star
fruit which is a good source of natural antioxidants and that polyphenolics are its major
antioxidants (Shui & Leong, 2006).

Phenolic compounds have drawn increasing attention due to their potent antioxidant
properties and their marked effects in the prevention of various oxidative stress associated
diseases such as cancer (Dai & Mumper, 2010). In this paper, six phenolic compounds were
identified and quantified in freeze-dried peel from the tropical fruits studied (Table 6.9) (Fig.
6.1). From these, three were hydroxycinnamic acids (ferulic, caffeic and sinapic); two were
hydroxybenzoic acids (gallic and ellagic); and one flavonol (myricetin). A comparison of the
phenolic acids of all the peels showed that the purple star apple contained the highest level of

gallic acid, with a concentration of 229.49 mg/100 g DW.




Table 6.9. Content of phenolic compounds of freeze-dried peel from three tropical fruits from
Yucatan, Mexico

Phenolic compounds Purple star apple Red cashew Yellow cashew
Ferulic acid 2.370.03a 107.28+0.02c 56.80+0.27b
Gallic acid 229.49+0.72c 33.64+0.50a 39.84+0.21b
Ellagic acid 121.87+1.24c 95.64+0.50b 48.68+0.45a
Myricetin 9.88+0.15a 29.51+0.69b 125.72+0.38c
Caffeic acid nd 2.19+0.00a 2.18+0.01a
Sinapic acid nd 3.69+0.43a 15.90+0.13b

p-hydroxybenzoic acid

nd

0.79+0.00b

0.35+0.06a

nd, not detected. Values are expressed as meanzstandard deviation (n=6)

Ferulic was the most abundant phenolic acid in red cashew peel; while gallic acid and

ellagic acid were the predominant phenolic acids in purple star apple peel and myricetin and

sinapic acid were the most abundant phenolic compounds in yellow cashew peel. Caffeic acid

and sinapic acid were not detected in the purple star apple peel. These phenolic compounds

found in the freeze-dried peel from tropical fruits were also identified in gac fruit peel,

pomegranate fruit peel and pineapple peel (Kubola & Siriamornpun, 2011; Middha, Usha, &

Pande, 2013; Yi, Wei, Teng, & Gao, 2006).




Fig. 6.1. HPLC chromatogram of phenolic compounds of freeze-dried peel from three tropical
fruits: (A) red cashew, (B) purple star apple and (C) yellow cashew. The peak identification of
phenolic compounds are (1) gallic acid; (2) caffeic acid; (3) ellagic acid; (4) sinapic acid; (5)

ferulic acid; (6) myricetin.




Some examples of tropical exotic fruit byproducts that have found a successful
opportunity at the secondary process of extraction of antioxidant compounds are coffee,
macadamia, mango, and papaya (Miljkovic & Bignami, 2002). Processing of coffee generally
involves separating the desired beans from the byproducts of processing e.g., the so-called
“coffee cherry,” which consists of the fruit skin and other undesirable constituents. On the
other hand, macadamia is a tropical exotic fruit that contains an inner and outer shell, and a
nut. Processing generally involves separating the valuable nut (main product) from the shells
considered as byproducts. Also, pineapple, taro, papaya, and mango are typically appreciated
for their flesh but processing of these crops involves separation and removal of the skin and
seed byproducts. For instance, U.S. Patent application US 2002/0187239 Al have proposed
the use of coffee cherry, macadamia, mango, taro and papaya byproducts as a source of
nutritional constituents (Miljkovic & Bignami, 2002). Foo, Lu, and Watson (2010) patented an
extract from the skin of passion fruit, which showed the effect of lowering blood pressure and
serum nitric oxide levels, providing a hepatoprotective effect, as well as antioxidant and anti-
inflammatory effects in mammals.

The number of studied byproduct sources has been augmented considerably, which is
caused by the value of recycling and integral exploitation interest of the agri-food industry, but

also increasing information on the specific location of active compounds (Peschel et al., 2006).

6.2.5. Conclusions

The freeze-dried peels of purple star apple, yellow cashew and red cashew from
Yucatan, Mexico contained vitamin C, anthocyanins, phenolic compounds, flavonoids and
carotenoids and these peels exhibited good antioxidant activity using the ABTS and DPPH
assays. The major phenolic compounds present in purple star apple, yellow cashew and red
cashew were ferulic acid, gallic acid, ellagic acid and myricetin.

This study showed that freeze-dried fruit peels are good sources of antioxidant

compounds and the exploitation of these abundant and low-cost renewable resources could be




anticipated for the pharmaceutical and food industries with opportunities of developing
ingredient for the formulation of functional food products and/or pharmaceutical products.
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6.3.1. ABSTRACT

The aim of this study was to determine the carotenoid composition, as well as the antioxidant
activity of carotenoid extracts of fruits from Yucatan, Mexico. Among the fruits evaluated, the
mamey sapote (36.41 mg of B-carotene/100 g of edible portion) obtained the highest total
carotenoids content, while the red mombin, green sugar apple, green-yellow mombin, yellow
cashew, purple sugar apple and green nance showed greater antioxidant activity of carotenoids
extract using the ABTS assay. When the antioxidant activity of the carotenoid extracts was
measured with the DPPH assay, the edible portion of the green nance was found to have the
highest antioxidant activity. Four carotenoids (two xanthophyll’s and two carotenes) were
identified in the fruits. The mamoncillo, red cashew and yellow cashew obtained high values
of retinol equivalents (1,266-2,908 pg/100 g of edible portion). Lutein and B-cryptoxanthin
contents showed a positive correlation with antioxidant activity by ABTS (R=0.41 and
R=0.31, respectively). The results indicate a perspective for the exploitation and use of these
tropical fruits in the diet, given their antioxidant activity with beneficial in human health.

Keywords: Carotenoids; antioxidants; tropical fruits; antioxidant activity; lutein.




6.3.2. INTRODUCTION
Carotenoids are lipophilic compounds, responsible for the red, orange and yellow hues of

fruits and vegetables; they are also used as additives to confer a yellow-reddish colour to many
foods [1]. Approximately 750 carotenoids have been identified to date [2]. However, only a
fraction of these compounds are absorbed and utilized by humans, and only a small percentage
serve as precursors of vitamin A. Carotenoids, which contain an unsubstituted 3-ionone ring,
including B-carotene, a-carotene, B-cryptoxanthin, and a-cryptoxanthin, have the ability to be
converted into vitamin A in vivo [2]. The biological effects of vitamin A include growth
promotion, cellular differentiation, immune function, embryonic development, and gap
junction communication [3].

Several epidemiological studies have suggested that consumption of vegetables and fruits
containing carotenoids helps prevent the development of degenerative diseases such as
cardiovascular diseases, macular degeneration, some types of cancer and age-related cataracts
[4]. The health benefits of carotenoids are most probably due to the antioxidant activities of
their electron-rich conjugated system, both by quenching singlet oxygen and by scavenging
radicals to terminate the chain reactions [5]. Such properties make these compounds ideal for
the ever-increasing functional food industry while promoting the consumption of the natural
products in which they are contained.

In tropical regions there is a great diversity of fruits that are consumed by wild animals,
indigenous people or farmers. Many tropical fruits can be considered a reservoir of bioactive
substances of special interest due to their possible health-promoting properties. Recently,
Moo-Huchin et al. [6] reported that in Yucatan, Mexico, there are a large number of tropical
fruits containing a considerable amount of phenolic compounds and antioxidant activity in the
pulp with red and yellow tones such as the star apple, cashew, mombin, mamey sapote, white
sapote, sugar apple, sapodilla, dragon fruit, nance, ilama, custard apple, mamoncillo and black
sapote, which are of potential interest to agro-industry and constitute a possible source of
income for the local population in the near future. Some of these fruits are also cultivated and
commercialized on a small scale in Brazil [7] and Panama [8]. The fruits cultivated in




Yucatan, Mexico are characterized by their high content of water (71.6-87.5%), total soluble
solids (8.95-22.3°Brix) and moderate acidity (0.19-1.87%); making them more attractive to
consumers [6]. Taking into consideration the supporting information regarding the potential
health benefits of carotenoids, the composition of carotenoids and their antioxidant activity in
fruits collected in Yucatan needs to be investigated and reported. In this regard, the aim of
this study was to determine the content of individual carotenoids and to demonstrate their
antioxidant activity in tropical fruits grown in Yucatan, Mexico. To the best of our knowledge,
this is the first paper presenting comprehensive data on individual carotenoids content and
their antioxidant activity in tropical fruits from Yucatan, Mexico.

6.3.3. MATERIALS AND METHODS

6.3.3.1. Chemical reagents
[-carotene, B-cryptoxanthin, lycopene, lutein, ABTS, DPPH and Trolox, were purchased from

Sigma-Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO). All other chemicals used were of

analytical grade.

6.3.3.2. Samples
Nineteen fruits, which are commonly cultivated and consumed in Yucatan, Mexico, were

chosen for this study (Table 6.10). About 5 kg of each fruit species (except sapodilla) were
purchased at eating ripeness from the local markets in Yucatan, Mexico during 2012.

Five kg of sapodilla fruits were harvested from a single tree in an orchard located in the
municipality of Cansahcab, in Yucatan, Mexico and were identified according to quality based
on the stage of physiological maturity and determined by the absence of latex. The fruits were
stored at 25 °C to reach an eating ripeness according to Moo-Huchin et al. [9].

The fruits without blemishes or damage were selected and sent to the laboratory for edible
portion extraction. After the fruits had been cleaned with tap water, the edible portion were

extracted manually with a knife, processed in a blender and stored in sealed plastic bags. The




carotenoid pigments were extracted from the fresh fruits on the same day of collection and

when the sapodilla reached its eating ripeness.

Table 6.10. List of the tropical fruit species from Yucatan included in the study and parts analysed.

English name Common name Scientific name Edible portion
used
Green star apple Caimito verde Chrysophyllum cainito L. Pulp
Purple star apple Caimito morado
Yellow cashew Marafién amarillo Annacardium occidentale Pulp
Red cashew Marafién rojo
Green-yellow mombin Ciruela verde-amarillo Spondias purpurea L. Pulp+peel
Red mombin Ciruela roja
Mamey sapote Mamey Pouteria sapota Jacq. Pulp
White sapote Zapote blanco Lucuma hypoglauca Stanley Pulp
Green sugar apple Saramuyo verde Annona squamosa L. Pulp
Purple sugar apple Saramuyo morado
Sapodilla Chicozapote Manilkara sapota L. Pulp
Dragon fruit Pitahaya Hylocereus undatus Haworth Pulp+seed
Yellow nance Nance amarillo Byrsonima crassifolia Pulp+peel
Green nance Nance verde
Red nance Nance rojo
llama Anona Annona diversifolia Pulp
Custard apple Anona roja Annona reticulata Pulp
Mamoncillo Uaya Melicoccus bijugatus (Jacg.) Pulp
Black sapote Zapote negro Diospyros digyna Pulp




6.3.3.3. Extraction of carotenoids
Extraction of carotenoids was carried out according to the method developed by Chen et al.

[10]. 10 g of edible portion of each fruit were placed in a vessel, protected from light, and
mixed with 50 mL of extraction solvent (hexane/acetone/ethanol: 70:15:15, v/v/v). The
mixture was stirred for 1 h using an orbital shaker. Afterwards, 5 mL of 40% KOH in
methanolic solution were added, and the solution was saponified at 25°C in the dark for 2 h.
Subsequently, 30 mL of hexane were added, the mixture was shaken vigorously and the upper
layer was collected. The lower layer was extracted twice and the supernatant was also
collected and filtered through sodium sulphate powder to remove traces of water. The
supernatant obtained was pooled and stored at -80°C under nitrogen atmosphere (99.9%

purity) in the dark until analysis.

6.3.3.3.1. Total carotenoids
Total carotenoid content in the extracts was determined spectrophotometrically at 450 nm in a

UV-Vis spectrophotometer PerkinElmer Lambda 11. A calibration curve (0-50 ppm) was
prepared using [3-carotene in hexane as the standard and hexane as the blank. The results were

expressed as mg B-carotene/100 g of edible portion.

6.3.3.3.2. Antioxidant activity determinations

6.3.3.3.2.1. DPPH radical-scavenging assay
DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay was conducted according to the Brand-Williams

et al. [11] method with some modifications. The stock solution was prepared by mixing 2.5
mg of DPPH radical with 100 mL of methanol. The solution absorbance was adjusted at 0.7 £
0.02 in 515 nm using an UV-Vis spectrophotometer PerkinElmer Lambda 11. 3.9 mL of
DPPH radical were placed in a test tube and 100 pL of carotenoids extract or standard were
added (methanol was used as blank). The decrease in absorbance at 515 nm was measured at 1

min intervals for the first 10 min, and then at 5 min intervals until stabilization. Based on a




preliminary study, the time required to obtain DPPH readings of each fruit were as follows: 15
min (green nance); 10 min (red cashew and dragon fruit) and 5 min (green star apple, purple
star apple, yellow cashew, green—yellow mombin, red mombin, mamey sapote, white sapote,
green sugar apple, purple sugar apple, sapodilla, yellow nance, red nance, ilama, custard apple,
mamoncillo and black sapote). Calibration curve was prepared using Trolox as standard and

results are expressed as uM Trolox equivalents/100 g of edible portion.

6.3.3.3.2.2. ABTS radical-scavenging activity
The ABTS (2,2'-Azinobis-3-ethylbenzotiazoline-6-sulphonic acid) assay was conducted

according to Miller et al. [12]. ABTS™" cation was generated through the interaction of 19.2
mg of ABTS dissolved in 5 mL of HPLC-grade water and 88 uL of 0.0378 g/mL potassium
persulfate (K;S,0g). The cation was incubated in the dark at room temperature for 16 h. The
ABTS activated radical was diluted with ethanol to an absorbance of 0.70 + 0.02 at 734 nm.
After the addition of 30 pL of carotenoids extract or standard to 2970 pL of diluted ABTS
solution, absorbance was recorded 7 min after mixing. Calibration curve was prepared using
Trolox as a standard and results are expressed as uM Trolox equivalents/100 g of edible

portion.

6.3.3.4. HPLC analysis of individual carotenoids
Identification and quantification of carotenoid pigments were carried out using HPLC-1220

Agilent equipped with a UV-Visible detector at 476 nm. Extracts were prepared as mentioned
previously (Section 6.3.3.3) and were evaporated at 35°C using a rotary evaporator (Buchi R-
205, Labortechnik, Switzerland). The residue was reconstituted in 1.5 mL of solvent
(methanol/methylene chloride: 50:50, v/v) [13]. An aliquot was filtered through a 0.45 um
membrane and aliquots of 20 puL were injected in the HPLC system. A 250 x 4.6 mm i.d., 5
um, Nucleosil CI18 column was used (operated at 25°C). Mobile phase consisted of
acetonitrile:1-butanol (7:3, v/v, A) and methylene chloride (B), at a flow rate of 1.0 mL/min.
Elution gradient was 99% (A) and 1% (B) initially, increasing to 4% (B) in 20 min and then




returned to 1% (B) in 22 min [13]. Identification of compounds was achieved by comparing
the retention times and the spectra as well as by the addition of standards. The concentrations

of pigments were calculated with the help of corresponding external standards.

6.3.3.5. Statistical analysis
All extraction assays were carried out in triplicate and a duplicate of each extract was

analysed. Results were expressed as means + standard deviation (SD). Analysis of variance
(ANOVA) was carried out by Statgraphics Plus software, version 2.1 (Manugistic, Inc.,
Rockville, MD, USA). The comparison of means was performed by Tukey test. Statistical

differences were considered to be significant (P<0.05).

6.3.4. RESULTS AND DISCUSSION

6.3.4.1. Total carotenoids content in tropical fruits
Some of the fruits selected for the present study are unknown outside their natural range, some

are barely known and some are well known and marketed in Mexico.

The important role of plant-derived carotenoids in the prevention of a number of human health
problems such as certain types of cancer, heart disease and age-related macular degeneration
[14] has motivated the interest in studying these pigments found in tropical fruits grown in
Yucatan, Mexico. The tropical climate of Yucatan favors the occurrence of a wide variety of
carotenogenic fruits. Normally, fruits are exposed to sunlight during their growth, which
favours the breakdown of chlorophyll and induction of carotenogenesis.

In this work, the total carotenoids content in the edible portion of a group of tropical fruits
grown in Yucatan, Mexico was determined (Table 6.11). According to the results obtained in
this study, the total carotenoids content of the 19 fruits under study, expressed as mg of 3
carotene/100 g of edible portion varied between 0.70 and 36.41 mg/100 g. Among the fruits
evaluated, the mamey sapote presented the highest total carotenoids content, while the green
sugar apple obtained the lowest amount of this compound. These results indicate that the

mamey sapote is the most important source of total carotenoids.




The total carotenoids content reported for the mamey sapote was higher than those reported
for 14 non-traditional fruits of Malaysia (values ranging from 1.41 to 19.83 mg of B-
carotene/100 g of edible portion) [15] and for 12 tropical fruits native to Cerrado, Brazil
(0.021-1.362 mg of B-carotene/100 g of edible portion) [7], which are considered to be good
sources of carotenoids and other bioactive compounds. This difference could be attributed to a
number of factors such as, genotype, maturity stage, temperature and light intensity of each
geographical region. [14].

Table 6.11. Content of total carotenoids of tropical fruits from Yucatan, Mexico.

Total carotenoids (mg of p-carotene/100 g

Fruit
of edible portion)

Mamey sapote 36.4 £0.01
Yellow cashew 29.3+0.01
White sapote 19.7 £ 0.04
Red mombin 17.9+0.01
Red cashew 17.3+£0.01
Green-yellow mombin 10.3+0.01
Green nance 9.7+0.01
Yellow nance 9.0+0.01
Red nance 8.2+0.01
Mamoncillo 41+ 0.01
Purple star apple 4.0+0.05
Black sapote 25+0.01
llama 1.6+£0.01
Purple sugar apple 15+0.02
Custard apple 1.2+0.01
Sapodilla 1.0 £0.06
Green star apple 1.0+0.04
Dragon fruit 0.8+0.01
Green sugar apple 0.7 +£0.03

Values are expressed as mean + standard deviation (n=6)




For the other fruits under study, total carotenoids content was found to be lower the those
obtained for mamey sapote: yellow cashew (between 20 and 30 mg of B-carotene/100 g of
edible portion); white sapote, red mombin, red cashew and green-yellow mombin (between 10
and 20 mg of B-carotene/100 g of edible portion); green nance, yellow nance and red nance
(between 5 and 10 mg of p-carotene/100 g of edible portion); mamoncillo, purple star apple,
black sapote, ilama, purple sugar apple, custard apple, sapodilla, green star apple, dragon fruit
and green sugar apple (values below 5 mg/100 g of edible portion). The fruits with
concentrations below 5 mg of 3-carotene/100 g are comparable to the results obtained from the
pulp of five tropical fruits grown in Cerrado, Brazil [16].

6.3.4.2. Antioxidant activity of carotenoids extract from the tropical fruits evaluated.
Table 6.12 shows the antioxidant activity of carotenoids extract from the edible portion of the

group of tropical fruits evaluated, expressed as antioxidant capacity equivalent to Trolox
(CAET) (uM Trolox/100 g of edible portion), using ABTS and DPPH assays. Trolox (a water
soluble analogue of a-tocopherol) is known for its high antioxidant capacity and is therefore
used as a reference compound. Trolox is a compound with greater antioxidant capacity in
comparison with ascorbic acid, quercetin, gallic acid and rutin [17]; thus it was used as the
standard.

When the ABTS assay was used, the antioxidant capacity of the carotenoids extract found in
the fruits evaluated varied from 1.38 to 70.80 uM Trolox/100 g. Among the fruits studied, the
red mombin, green sugar apple, green-yellow mombin, yellow cashew, purple sugar apple and
green nance (values ranging from 60 to 80 pM Trolox/100 g of edible portion) showed greater

antioxidant activity.




Table 6.12. Antioxidant activity of carotenoid extracts of tropical fruits from Yucatan,
Mexico.

Fruit UM Trolox/100 g of edible portion
ABTS*" DPPH*
Red mombin 70.8+5.1 35+0.8
Green sugar apple 69.0 £2.5 9.6 +0.5
Green-yellow mombin 66.8 + 10.9 149+22
Yellow cashew 65.3+9.7 54+0.1
Purple sugar apple 61.5+4.7 85+0.4
Green nance 61.1+438 239+22
Green star apple 53.0+£25 15.6 £ 0.6
Yellow nance 50.7+5.0 125+1.1
llama 50.6 £5.1 9.1+0.6
White sapote 38.5+3.7 1.4+0.0
Red cashew 35.9+3.0 13.8+25
Purple star apple 335122 13.0+1.1
Red nance 28.3+3.6 164+1.2
Custard apple 27.3+0.3 158+3.2
Mamoncillo 27.1+4.4 55%0.9
Mamey sapote 19.8+238 28%0.0
Black sapote 11.1+14 148+2.6
Dragon fruit 89+0.1 1141 +0.70
Sapodilla 1.3+£0.0 8.48+0.79

Values are expressed as mean + standard deviation (n=6)

For the remainder of the fruits analysed, the antioxidant activity values obtained ranged from
40 to 60 uM Trolox/100 g (green star apple, yellow nance and ilama), from 20 to 40 pM
Trolox/100 g (white sapote, red cashew, purple star apple, red nance, custard apple and
mamoncillo), and from 0 to 20 uM Trolox/100 g (mamey sapote, black sapote, dragon fruit
and sapodilla).

When the DPPH method was used to measure the antioxidant activity of the carotenoids
extract from the fruits under study, the edible portion of green nance presented greater

antioxidant activity (23.9 uM Trolox/100 g).




Most of the fruits included in this study showed an antioxidant activity of carotenoids extract
ranging from 8 to 20 uM Trolox/100 g (sapodilla, purple sugar apple, ilama, green sugar
apple, dragon fruit, yellow nance, purple star apple, red cashew, black sapote, green-yellow
mombin, green star apple, custard apple and red nance). The antioxidant activity values of
these pigments in the rest of the tropical fruits were lower than 8 uM Trolox/100 g
(mamoncillo, yellow cashew, red mombin, mamey sapote and white sapote).

According to these results, the carotenoids extracts of fruits evaluated showed lower
antioxidant activity values using the DPPH assay in comparison with the values obtained from
the ABTS assay. A possible explication for this could lie in the fact that the DPPH assay was
measured at 515 nm (visible region wavelength) and coloured compounds such as the
carotenoids present in the fruits show an absorption spectrum similar to that of the DPPH,
which can cause interference in the measurement [6]. This result was also reported in a study
carried out on the peel, pulp and seeds of the fruit Canarium odontophyllum [13].

The antioxidant activity values of carotenoids extract obtained in this work for the 19 fruits
evaluated with both assays (ABTS and DPPH) are similar to or lower than those reported by
Kljak and Grbesa [18] and Zanfini et al. [19] for carotenoid extracts from six varieties of corn
(Zea mays L.), a high yielding hybrid produced in Croatia (values between 58.7 and 89 puM
Trolox/100 g of edible portion) and for lipophilic extracts of three varieties of tomato
commercialized in a local market of Siena, Italy: Naomi, Ikram and Eroe (values between 9
and 28 uM Trolox/100 g of edible portion), respectively.

It is important to note that the antioxidant activity values of the carotenoids extract from the
fruits analysed by both methods, DPPH and ABTS, were found to be lower than the values
obtained from the antioxidant activity of soluble phenolic compounds in these same fruits
evaluated by Moo-Huchin et al. [6] (values ranging from 359.6 to 684.78 uM Trolox/100 g
and from 113 to 380.66 uM Trolox/100 g, for the ABTS and DPPH assays, respectively).
However, this result confirms that both bioactive compounds (phenolic and carotenoid

compounds) contribute to the antioxidant activity of the fruits grown in Yucatan, Mexico.




6.3.4.3. Composition of individual carotenoids from the tropical fruits studied.

In this research paper, four carotenoids (two xanthophyll’s and two carotenes) were identified
and quantified by HPLC in the edible portion of a group of tropical fruits grown in Yucatan,
Mexico (Table 6.13). According to the chromatogram of carotenoid standards and fruit
samples evaluated, the elution order and retention time of these pigments was: lutein (3.3
min), B-cryptoxanthin (6.3 min), lycopene (7.5 min) and p-carotene (13.5 min) (Figure 6.2).

The yellow cashew presented the highest level of -carotene, with a concentration of 17,441.8
ug/100 g of edible portion (Table 4). Lutein, classified as xanthophylls, was detected in all the
fruits studied and was also the most abundant pigment found in yellow nance (551.66 pg/100
g of edible portion). Scientific research has revealed that low levels of lutein in blood plasma
have been associated with a greater risk of cardiac arrest [20]. Other reports indicate that lutein
is responsible for maintaining a normal visual function of the macula in the human eye [21]. In
the macula, lutein and zeaxanthin absorb blue light and mitigate the effects of the photo-
oxidation caused by excessive blue light, thereby reducing chromatic anomalies of the eye. In
people over 64 years of age, visual sensitivity depends directly on the concentrations of lutein
and zeaxanthin in the retina [22]. Since lutein cannot be synthesized by humans and must be
obtained through the ingestion of foods containing this compound, consumption of the 19

fruits included in this study is recommended given their high content of this pigment.




Table 6.13. Carotenoids contents of nineteen tropical fruits from Yucatan, Mexico.

Xanthophylls Carotenes Vitamin A
Fruit Lutein B-cryptoxanthin Lycopene [-carotene RE
(Mg/100 g*)  (Mg/100 g) (Mg/100 g) (Mg/100 g) (Mg/100 g)
Custard apple 11.0+0.3 n.d 12.7+£0.0 64.1+18 10.7+0.3
llama 11.7+£0.2 n.d nd 80.6+1.7 134+0.2
Purple star apple 3.9+£0.0 n.d 26+0.1 151.8 + 20.7 253134
Green star apple 1.1+£00 n.d 3.4+0.2 93.3+17.2 155+2.8
Sapodilla 29+0.0 0.2+ 0.0 05+0.1 58.8+8.7 98+14
Red mombin 530.2 £ 8.7 13.7+0.0 29.6+£0.1 3661.5 +34.7 6114 +£5.7
Green-yellow mombin  390.7 + 7.1 19.7+ 0.7 n.d 3367.5 +143.6 562.9 + 23.9
Mamey sapote 143+0.1 4.1+0.0 720.3+4.9 20229+4.2 337.5+0.7
Yellow cashew 11.7+2.0 11.5+05 66.5+0.4 17441.8 £ 448.3 2907.9+74.6
Red cashew 224+14 6.5+0.0 n.d 11995.0 £ 69.1 1999.7 + 115
Yellow nance 551.6 +50.4 n.d 94.4 +10.6 1402.4 +109.8 233.7+18.3
Red nance 288.3+16.3 n.d 85+0.3 1147.6 + 114.8 191.2+19.1
Green nance 406.2+8.9 n.d 110+21 2311.8+35.0 385.3+5.38
Dragon fruit 30.8+0.3 0.6+0.0 32+06 209.1+0.1 34.9+0.0
Purple sugar apple 43+0.0 n.d 0.6+0.0 nd 0.0£0.0
Green sugar apple 41+0.0 0.9+0.0 0.5+0.0 576+54 9.6+0.9
Mamoncillo 61.6+1.2 35+0.6 n.d 7598.5 £ 442.0 1266.7 + 73.7
White sapote 10.8+£0.3 0.9+£0.0 0.6 +0.0 352.1+22.7 58.7+3.8
Black sapote 34.2+3.0 9.3+0.9 21+01 2904 +2238 49.1+38
Values are expressed as mean + standard deviation (n=6)
*Edible portion
n.d: not detected
RE= Retinol equivalent (g p-carotene/6) + (g p-cryptoxanthin/12)
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Figure 6.2. HPLC chromatograms for carotenoids. Carotenoid standards (A); Custard apple
(B).

B-cryptoxanthin, a xanthophyll, was detected in 11 of the 19 fruits (values ranging from 0.25
to 19.74 ug/100 g of edible portion), and was the predominant pigment in the green-yellow
mombin.




[3-carotene, classified as carotenes, was found in 18 of the 19 fruits (values between 57.60 and
17,441.88 ng/100 g of edible portion), and was the most abundant compound in the yellow
cashew.

Carotenoids such as B-carotene, a-carotene, y-carotene and B-cryptoxanthin, are precursors of
vitamin A, a potent antioxidant, and regulate the pathogenesis of various chronic degenerative
diseases. Structurally, the vitamin (retinol) is half of the B-carotene molecule. This carotenoid
is the most potent provitamin A and is widely distributed in many foods [23].

Furthermore, among the group of carotenes, lycopene was found in 15 of the 19 fruits
analysed. The mamey sapote presented the highest lycopene content (720.35 pg/100 g of
edible portion), in comparison with all the other fruits studied herein.

Lycopene does not exhibit provitamin A activity and several studies have demonstrated its
capacity to eliminate singlet oxygen [24]. A number of studies have shown that lycopene has a
protective effect on lipids, low density lipoproteins (LDL), proteins and DNA molecules
against the attack of free radicals, playing an essential role in protecting against diseases
caused by oxidative stress [25].

The carotenoids composition of the 19 fruits studied is comparable to those reported for 75
fresh fruits consumed in Japan, such as watermelon, guava, papaya cv., fruit tower, grapefruit
cv., star ruby grapefruit, melon, loquat cv., Fusahikari, Mexican mango, etc. [26].

Similarly, the levels of lutein, B-cryptoxanthin, lycopene and B-carotene reported in this paper
are comparable to those of fruits and vegetables of Brazil, such as acerola, camu-camu, yellow
cashew, red cashew, guava, mango, melon, papaya, watermelon, chili pepper, pumpkin,
tomato and lettuce, among others [27]. These results indicate that the fruits studied in this
work are a source of the main carotenoids of importance for human health. The information
generated in this paper facilitates available data, which could be of use in estimating the intake
of carotenoids from fruits grown in Yucatan, Mexico.

It is important to note that the individual carotenoid composition of the tropical fruit reported
in this work, such as yellow nance and mamey, differ from those reported by Mariutti et al.
[28] and Murillo et al. [8] for the same fruit. This difference could be attributed to the use of




different types of HPLC columns for the separation of pigments and the pore size of the
column [29]. Khachik et al. [30] report that C18 columns (as used in this study) affect
selectivity and show poor resolution in the separation of geometric isomers of carotenoids;
whereas Cs polymeric columns favor high resolution in the separation of carotenoid isomers
[31].

In this study, no correlation was observed between the content of each carotenoid and the
antioxidant activity measured with the DPPH assay; while the contents of B-cryptoxanthin
(R=0.31, P<0.05) and lutein (R=0.41, P<0.05) showed low correlation with the antioxidant
activity measured with the ABTS assay. These results suggest that B-cryptoxanthin and lutein
contents can contribute to the antioxidant activity of the carotenoids of the fruits under study.
However, it is possible that other bioactive substances present in the fruit extract or the
synergic interaction between individual carotenoids and other antioxidants may be
contributing to the antioxidant activity.

Vitamin A deficiency (VAD) is one of the most common and most devastating deficiencies in
the world, particularly in developing tropical countries. Recent reports have indicated that
around 4 million children suffer from severe VAD, including 250,000-500,000 who
experience xerophthalmia and partial or total blindness as a result of VAD [32].

In this work, significant levels of B-cryptoxanthin and B-carotene were found in the fruits
analysed and both possess provitamin A activity; therefore, the biological activity of vitamin
A for these carotenoids was calculated and expressed in terms of equivalent to pg of retinol
(RE)/100 g of edible portion (Table 4). Vitamin A activity was calculated in terms of retinol
equivalents based on the in vivo conversion factor proposed by the WHO and NRC [33, 34], in
which 1 RE =1 ug of retinol = 6 ug of B-carotene or 12 pg of B-cryptoxanthin.

Provitamin A activity of the carotenoids from the fruits under study was found in a range of O-
2,907.94 RE in 100 g of edible portion. Of all the fruits studied, the purple sugar apple was
found to have no carotenoids with provitamin A activity. The mamoncillo (1,266.72 pg/100 g
of edible portion), red cashew (1,999.72 ng/100 g of edible portion) and yellow cashew (2,907
ng/100 g of edible portion) obtained high RE values in comparison with the other fruits.




Red nance, yellow nance, mamey sapote, green nance, green-yellow mombin and red mombin
showed moderate RE values (ranging from 191.27 to 611.41 pug/100 g of edible portion). All
of these results are higher than those found for different cultivars of banana in India (values
from 1.91 to 106.0 ug RE/100 g of edible portion) [35].

Green sugar apple, sapodilla, custard apple, ilama, green star apple, purple star apple, dragon
fruit, black sapote and white sapote exhibited values below 60 ug RE/100 g of edible portion.
This last group of fruits showed higher RE values in comparison with those reported for 94
cultivars of fruits of the species Artocarpus [36].

These results suggest that the group of fruits studied herein show considerable levels of retinol
equivalents that could represent a significant contribution to vitamin A requirements in the

diet of the local population.

6.3.5. CONCLUSIONS
In this study, significant levels of carotenoids with antioxidant activity were found in 19

tropical fruits from Yucatan, Mexico. These pigments not only contribute to the attractive
colour of the fruits but also are also important due to the provitamin A activity of some of the
compounds.

Lutein, B-cryptoxanthin, B-carotene and lycopene were the most abundant pigments in yellow
nance, green-yellow mombin, yellow cashew and mamey sapote, respectively.

There was a positive correlation between antioxidant activity and p-cryptoxanthin and lutein
by the ABTS.

Generally speaking, it is possible to conclude that these results indicate a perspective for the
exploitation and use of these tropical fruits in the diet, given their antioxidant activity and the
content of specific carotenoids most beneficial in conserving human health.
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6.4.1. Abstract
The tropical ecosystem of Yucatan, located in the Southeast of Mexico, is rich in edible

fruits which are widely consumed in rural areas; however, little is known of their bioactive
phenolic compound content and toxicity. The aim of this study was to determine the content
of individual phenolic compounds, toxicity and the classification of fruits (according to their
functional characteristics) (star apple, cashew, mombin, mamey sapote, white sapote, sugar
apple, sapodilla, dragon fruit, nance, ilama, custard apple, mamoncillo and black sapote)
cultivated in the rural communities of Yucatan, Mexico. Twelve phenolic compounds were
identified in the fruits (four hydroxycinnamic acids, two hydroxybenzoic acids, two flavanols
and four flavonols), in which the red nance contained the highest level of caffeic acid, with a
concentration of 596.8 mg/100 g of edible portion. Cytotoxic activity revealed that the fruits
did not present toxicity for the cell. Hierarchical Cluster Analysis (HCA) and Principal
Component Analysis (PCA) facilitated the classification of the fruits into four groups, where
the first group corresponded to fruit with high antioxidant activity and a high content of total
phenolic compounds. The results suggest that the fruits cultivated in Yucatan, Mexico can be
considered as a source of natural antioxidants for the diet and for the development of new

products given the presence of diverse phenolic compounds and their non-toxic properties.

Keywords: Phenolic compounds, tropical fruits, antioxidant activity




6.4.2. Introduction
Extensive epidemiological studies have established that a balanced diet including

plentiful consumption of fresh fruits and vegetables helps in maintaining a healthy life
(Pierson et al., 2012).

Nowadays, the consumption of tropical fruits is increasing in both domestic and
international markets due to growing recognition of its nutritional and therapeutic value
(Cardoso, Martino, Moreita, Ribeiro, & Sant'ana, 2011). The global consumers demand and
are prepared to pay for new appealing and exotic foods, tropical fruits are now being more
intensively investigated (Pierson et al., 2012).

Fruits are important components of our daily diet that contain various bioactive
nutraceuticals, which enhance our body's strength to fight various illnesses. Various ethnically
and geographically specific fruits are used in traditional therapies for treatment of various
health problems (Devalaraja et al., 2011).

The tropical ecosystem of Yucatan, located in the Southeast of Mexico, is rich in edible
fruits which are widely consumed in rural areas; however, little is known of their content of
bioactive phenolic compounds and toxicity.

Yucatan, Mexico possesses a geographical region with suitable climatic conditions for
a large number of native fruits (star apple, cashew, mombin, mamey sapote, white sapote,
sugar apple, sapodilla, dragon fruit, nance, ilama, custard apple, mamoncillo, black sapote,
entre otros) that may possess an excellent agro-industrial potential, thus representing an
interesting economic income for local growers. The evaluation of their bioactive properties
will thus strengthen its position in the market, reaching either specific markets created by
consumers’ demand for new products able to maintain health and preventing diseases, as well
as the growing market of functional ingredients (Paz et al., 2015).

Polyphenols and major classes of compounds like flavonoids or carotenoids are
ubiquitously present in tropical fruits. Bioactivity studies of compounds specific to tropical

fruit plants may lead to new drug discoveries, while the synergistic action of the wide range of




diverse compounds contained in plant extracts underlies nutritional and health properties of
tropical fruits and vegetables (Pierson et al., 2012).

High polyphenol intake from fruits and vegetables has been associated with decreased
risk for cardiovascular disease and other developing degenerative diseases, as suggested by
several epidemiologic and intervention studies (Carvalho et al., 2010; Ibrahim, Ismail, Al-
Sheraji, Azlan, & Abdul Hamid, 2013). This is because fruits and vegetables contain
antioxidant compounds, such as flavonoids, carotenoid, and polyphenols, which have
protective effects to human body (Ashraf, Maah, & Yusoff, 2010). These compounds help our
body to balance out the ratio with free radical by scavenging free radicals, decomposing
peroxides, and making complex of redox-catalytic metal ions (de Oliveira et al., 2009).

Fruits have been the subject to several studies conducted around the world, reporting in
their nutritional values, data especially in relation to the evaluation of antioxidant activity
(Almeida et al., 2011; Contreras-Calderon, Calderon-Jaimes, Guerra-Hernandez, & Garcia-
Villanova., 2011; Paz et al., 2015).

A review of the literature has revealed very few studies focusing on the local fruits of
Yucatan, in relation to their bioactive phenolic content and toxicity. Moreover, although the
content of bioactive compounds and antioxidant activity has been reported by our research
group (Moo-Huchin et al., 2014), the fruits have yet to be classified, based on their functional
characteristics, in order to identify their potential as functional food and functional ingredients.
Therefore, the main objectives of this study were: (i) to quantify polyphenols present in edible
portion of a group of tropical fruits from Yucatan, Mexico using High Performance Liquid
Chromatography (HPLC); (ii) to apply multivariate statistical analysis, to classify the fruits
according to the data of potential bioactive previously reporter by our working group; (iii) to

assess the cytotoxicity of extracts of fruits studied.




6.4.3. Materials and methods

6.4.3.1. Samples
Nineteen fruits, which are commonly cultivated and consumed in Yucatan, Mexico,

were chosen for this study (Table 6.14). About 5 kg of each species fruits (except sapodilla)
were purchased at eating ripeness from the local markets in Yucatan, Mexico during 2012.

5 kg of sapodilla fruits were harvested from a single tree from an orchard located in the
municipality of Cansahcab, in Yucatan, Mexico and were identified according to quality based
on the stage of physiological maturity and determined by the absence of latex. The fruits were
stored at 25°C to reach an eating ripeness according to Moo-Huchin et al. (2013).

The fruits without blemishes or damage were selected and sent to the laboratory for
edible parts extraction. After the fruits had been cleaned with tap water, edible part were
extracted manually with a knife and then were then mixed in a blender, stored in sealed plastic

bags at -20°C until the time of analyses.

Table 6.14. List of the species tropical fruits from Yucatan included in the study and parts

analyzed.
English name Common name Scientific name Used edible
Custard Apple (1) Anona roja Annona reticulata Pulppart
llama (2) Anona Annona diversifolia Pulp
Purple star apple (3) Caimito morado Chrysophyllum cainito L. Pulp
Green star apple (4) Caimito verde Chrysophyllum cainito L. Pulp
Sapodilla (5) Chicozapote Manilkara sapota L. Pulp
Red mombin (6) Ciruela roja Spondias purpurea L. Pulp+peel
Green-yellow mombin (7) Ciruela verde-amarillo Spondias purpurea L. Pulp+peel




Mamey sapote (8) Mamey Pouteria sapota Jacq. Pulp
Yellow cashew (9) Marafién amarillo Annacardium occidentale Pulp
Red cashew (10) Marafion rojo Annacardium occidentale Pulp
Yellow nance (11) Nance amarillo Byrsonima crassifolia Pulp+peel
Red nance (12) Nance rojo Byrsonima crassifolia Pulp+peel
Green nance (13) Nance verde Byrsonima crassifolia Pulp+peel
Dragon fruit (14) Pitahaya Hylocereus undatus Haworth Pulp+seed
Purple sugar apple (15) Saramuyo morado Annona squamosa L. Pulp
Green sugar apple (16) Saramuyo verde Annona squamosa L. Pulp
Mamoncillo (17) Uaya Melicoccus bijugatus (Jacq.) Pulp
White sapote (18) Zapote blanco Lucuma hypoglauca Stanley Pulp
Black sapote (19) Zapote negro Diospyros digyna Pulp

6.4.3.2. Analysis of antioxidant compounds

6.4.3.2.1. Determination of total soluble phenols (TSP) and total flavonoids
The 80% methanol has been used to assure the maximum extraction of soluble phenols

and flavonoids of tropical fruits such as mature green mangos cv. ‘Ataulfo’ and Irwin mango
(Robles-Sanchez, et al., 2011; Shivashankara, I1sobe, Al-Haqg, Takenaka, & Shiina, 2004). TSP
and flavonoid compounds were extracted using 1 g of edible part of each fruit, which was
homogenized in 10 mL of 80% methanol (Moo-Huchin et al., 2014). The homogenated extract
was sonicated for 30 min at 40°C and centrifuged in an Eppendorf centrifuge, model 5702 R,
at 1200 x g for 10 min at room temperature. The supernatant was collected, and the sediment
was subjected to an additional extraction using the same procedure. Both supernatants were

mixed and stored at -20°C until analysis. Total soluble phenols were determined according to




Singleton and Rossi (1965). Briefly, 50 pL of extracts were mixed with 3 mL of deionized
water and 250 puL of Folin-Ciocalteu reagent (IN). After 8 min of equilibrium, 750 uL of 20%
Na,CO3 and 950 uL of H,O were added to the extracts; after incubation for 30 min at room
temperature, the absorbance was read at 765 nm with a UV-Vis spectrophotometer
PerkinElmer Lambda 11. Concentration of total soluble phenols compound was calculated
using a standard curve of aqueous solutions of gallic acid (0-10 ppm) and expressed as mg
gallic acid equivalents (GAE)/100 g fresh weight (FW).

Flavonoid content was determined according to methods described by Gonzélez-
Aguilar, Villegas-Ochoa, Martinez-Téllez, Gardea, and Ayala-Zavala (2007). 1 mL from each
extracted sample was mixed and equilibrated with 4 mL of deionized water and 300 uL 5%
NaNO; for 5 min. After equilibrium, 300 uL of 10% AICl3 (methanolic solution) were added;
the mixture was allowed to sit for 1 min and then 2 mL of 1 M NaOH were added. The last
volume was completed to 10 mL with H,O, stirred, and readings were taken. Mixture
absorbance was determined at 415 nm, using a UV-Vis spectrophotometer PerkinElmer
Lambda 11. Concentration of total flavonoids of fruits was calculated using a standard curve

of quercetin (0-60 ppm) and expressed as mg quercetin equivalents (QE)/100 g of FW.

6.4.3.2.2. Total anthocyanins
Anthocyanins were extracted from 1 g of edible parts of each fruit with 30 mL of 95%

ethanol/1.5 M HCL (85:15, v:v) (Moo-Huchin et al., 2014). The extract was transferred to a 50
mL volumetric flask, completing the volume with 1.5 M ethanol-HCL and stored for 12 h at
4°C. After filtration, the absorbance was measured in a UV-Vis spectrophotometer
PerkinElmer Lambda 11 at 535 nm. The total anthocyanin content was determined applying
the Lambert-Beer law, calculated as mg/100 g of FW, through the formula: Asss x dilution
factor/E{, <s< ; where Asgs is the absorbance in the diluted sample and E{Z, <5 is the values
factor (98.2) of molar absorptivity for the acid-ethanol solvent and it refers to the absorption of

a mixture of cranberry anthocyanins in acid-ethanol, measured in a 1 cm-cell at 535 nm, at a

concentration of 1% (w/v).




6.4.3.2.3. Total carotenoids
Extraction of carotenoids was carried out according to the method developed by Chen,

Tai, and Chen (2004). 10 g of edible parts of each fruit were mixed with 50 mL of
hexane:acetone:ethanol (70:15:15, v/v/v) containing 0.05% BHT. The mixture was stirred for
1 h using an orbital shaker. Afterwards, 5 mL of 40% KOH in methanolic solution were
added, and the solution was saponified at 25°C in the dark for 2 h. Subsequently, 30 mL of
hexane were added, the mixture was shaken vigorously and the upper layer was collected. The
lower layer was extracted twice and the supernatant was also collected and filtered through
sodium sulphate powder to remove traces of water. The supernatant obtained was pooled and
taken for analysis. Total carotenoid content was determined spectrophotometrically at 450 nm
in a UV-Vis spectrophotometer PerkinEImer Lambda 11. A calibration curve (0-50 ppm) was
prepared using [3-carotene in hexane as the standard and hexane as the blank. The results were

expressed as mg [3-carotene/100 g of FW.

6.4.3.2.4. Vitamin C
For vitamin C determination the titrimetric method with 2,6-dichlorophenolindophenol

reagent (AOAC-Association of Official Analytical Chemists, 1995) with some modifications
was applied. 5 g of homogenized edible part fruits was mixed with 100 mL of a solution of
oxalic acid (4%). The mixture was homogenized and filtered. 5 mL of filtrated solution were
diluted to 10 mL with 4% oxalic acid solution. This solution was titrated with 0.01% of 2,6-
dichloro-phenol-indophenol solution. The end point was considered to be when the solution
had attained a pink color which persisted for 15 s. The calibration of 2,6-
dichlorophenolindophenol solution was performed with 0.05% ascorbic acid solution. Results

were expressed as mg of ascorbic acid equivalents per 100 g of FW.

6.4.3.3. Antioxidant capacity (AOC)
Extraction of antioxidant compounds was done according to the method of Moo-

Huchin et al. (2014). 5 g of edible parts of each fruit were homogenized in 10 mL of

acetone/water/acetic acid (70:29.5:0.5, v/v/v), sonicated for 30 min in an ultrasonic bath Grant




XB3 (Boekel Scientific, Inc, Pennsylvania Blvd.) and then centrifuged for 15 min at 15,000 g.
The supernatant was collected, and the sediment was subjected to an additional extraction
using the same procedure. Both supernatants were mixed and these constituted the extracts for
AOC analysis and analysis of phenolic compounds. According to Kajdzanoska, Petreska, and
Stefova (2011), this extraction method enables the collection of soluble phenols, flavonoid
glycosides, procyanidins, and certain oligomeric and polymeric proanthocyanidins from
strawberries.

DPPH (2,2 -diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay was conducted according to the Brand-
Williams, Cuveller, and Berset (1995) technique with some modifications. The stock solution
was prepared by mixing 2.5 mg of DPPH radical with 100 mL of methanol. The solution
absorbance was adjusted at 0.7 + 0.02 in 515 nm using an UV-Vis spectrophotometer
PerkinElmer Lambda 11. 3.9 mL of DPPH radical were placed in a test tube and 100 uL of the
antioxidants extract or standard were added (methanol was used as blank). The decrease in
absorbance at 515 nm was measured at 1 min intervals for the first 10 min, and then at 5 min
intervals until stabilization. Based on a preliminary study, the time required to obtain DPPH
readings of each fruit peel was 30 min. Two calibration curves were prepared using Trolox
and ascorbic acid as standards and results (AOC) are expressed as uM Trolox equivalents/100
g of FW and ascorbic acid equivalents in mg/100 g of FW.

The ABTS (2,2"-Azinobis-3-ethylbenzotiazoline-6-sulfonic acid) assay was conducted
according to Miller, Rice-Evans, Davies, Gopinathan, and Milner (1993). ABTS+" cation was
generated through the interaction of 19.2 mg of ABTS dissolved in 5 mL of HPLC-grade
water and 88 pL of 0.0378 g/mL potassium persulfate (K,S,Og) The cation was incubated in
the dark at room temperature for 16 h. The ABTS activated radical was diluted with ethanol to
an absorbance of 0.70 + 0.02 at 734 nm. After the addition of 30 puL of antioxidants extract or
standard to 2970 pL of diluted ABTS solution, absorbances were recorded 6 min after mixing.
Two calibration curves were prepared using Trolox and ascorbic acid as a standard and results
(AOC) are expressed as uM Trolox equivalents/100 g of FW and ascorbic acid equivalents in
mg/100 g of FW.




6.4.3.4. Analysis of phenolic compounds
Identification and quantification of individual phenolics were carried out using HPLC-

1220 Agilent equipped with a UV-visible detector at 280 nm (Moo-Huchin et al., 2015).
Extracts were prepared as mentioned previously (section 6.4.3.3) and were evaporated at 40°C
using a rotary evaporator (Buchi R-205, Labortechnik, Switzerland). The residue was
reconstituted in 5 mL of methanol and taken to 10 mL with HPLC water. An aliquot was
filtered through a 0.45 pm membrane and aliquots of 20 pL were injected in the HPLC
system. A 250 x 4.6 mm i.d., 5um, Nucleosil C18 column was used (operated at 25°C).
Mobile phase consisted of 1% formic acid (98%) (A) and acetonitrile (2%) (B), at a flow rate
of 0.5 mL/min. Elution gradient was 2 to 100% (B) from 0 to 70 min (Yahia, Gutierrez-
Orozco, & Arvizu-De Leon, 2011). The following individual phenolic standards were
purchased from Sigma Aldrich: gallic, caffeic, ellagic, trans-cinnamic, quercetin, catechin,
epicatechin, ferulic, myricetin, sinapic, p-hydroxybenzoic and kaempferol. Calibration curves

for each standard were prepared for quantification.

6.4.3.5. Assessment of cytotoxicity

The SRB assay was performed to assess growth inhibition by a colorimetric assay that
estimates cell number indirectly by staining total cellular protein with SRB dye (Rahman et
al., 2001). To obtain the raw extracts, the residue obtained from the evaporation (in vacuo) of
the extract from the antioxidant compounds described in section 6.4.3.4 was subjected to
freezing at -70°C and dried by lyophilization. For subsequent use, the dry extracts were

weighed and diluted in dimethylsulphoxide in order to obtain concentrated solutions.

Cytotoxic activity of the extracts was evaluated on Vero cell lines. The line was
cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, sigma) supplemented with 10% of
fetal bovine serum (FBS), 10,000 U of penicillin, 10 mg/mL of streptomycin and 2.5 pg/mL of
amphotericin B. The cell cultures were maintained in an atmosphere with 95% humidity and
5% CO,at 37 °C.




The bioassay was performed in 96-well tissue culture plates; 100 pL of the medium
with 5% of FBS was added to each well with a cellular density of 50,000 cells/mL and
incubated for 24 hrs, after which the medium was removed and 100 puL of new medium
without FBS was added. A further 100 pL of medium was added to the solutions in which the
extracts were previously dissolved and finally serial dilutions were made, evaluating the
extracts in a range of 25-3.125 pg/mL. The plates were then incubated for 48 hrs after which
the medium was discarded and the cells were fixed with 50 pL of trichloroacetic acid at 10%,
followed by an incubation period of 30 min at 4°C. The supernatant was removed and 50 pL
of a dilution of sulforhodamine (0.1% sulforhodamine in acetic acid at 1%) was added and left
to react for 15 min. Finally, the supernatant was discarded and four rinses were performed
with a solution of acetic acid at 1%. The tincture was dissolved with 100 pL of a tris-base
solution (10 mM) and optical density (OD) was determined at 540 nm. Cytotoxic activity was
determined using the following formula (OD control-OD extract/OD control) x 100.
Evaluations on the cell line were performed in quadruplicate and the cytotoxic concentration

50 (CCsp) was determined with the GraphPad Prim 4 program.

6.4.3.6. Statistical analysis
All extraction assays were carried out in triplicate and a duplicate of each extract was

analyzed. Results were expressed as meanststandard deviation (SD). Two multivariate
exploratory techniques, Principal Components Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster
Analysis (HCA), were applied to classify the tropical fruits using Statgraphics Plus, version
5.1, 2000. For PCA, the antioxidant compounds and antioxidant activity were used as
variables in the derivation of the principal components. The HCA hierarchical tree was
obtained considering the same variables of PCA, and the fruits were grouped by unweighted
pair-group average as the linkage rule considering the Euclidian distance as the coefficient of

similarity.




6.4.4. Results and discussion

6.4.4.1. Composition of individual phenolic compounds from evaluated tropical fruits.
Phenolic compounds are plant secondary compounds that are quite widespread in nature (Silva

et al., 2011). Their antimicrobial, antioxidant and anticancer activities, between many others,
are well known and widely documented (Cheng et al., 2007; Russo, 2007). In this paper,
twelve phenolic compounds were identified and quantified in the edible portion from tropical
fruits studied (table 6.15). From these, four were hydroxycinnamic acids (ferulic, caffeic,
trans-cinnamic and sinapic); two were hydroxybenzoic acids (gallic and ellagic); two were
flavanols (epicatechin and catechin) and four were flavonols (Kaempferol, quercetin,
myricetin and isorhamnetin). A typical chromatogram of the detected phenolic compounds of
red cashew and green-yellow mombin is shown in figure 6.3.

By comparing the phenolic compounds to all fruits, the red nance contained the highest level
of caffeic acid, with concentration of 596.8 mg/100 g of edible portion. Caffeic acid is
extremely abundant in many fruits and has shown to possess potent antioxidant activity (The
antioxidant activity of caffeic acid is 2.33 times higher than that of ascorbic acid) (He & Liu,
2008).

Ferulic, trans-cinnamic and isorhamnetin were the most abundant phenolic compounds in the
red cashew. Myricetin and catechin were the most abundant phenolic compound in mamey
sapote and red mombin, respectively. Ellagic and gallic were the most abundant phenolic
compound in green-yellow mombin. Epicatechin and kaempferol were the most abundant
phenolic compound in dragon fruit. Quercetin and sinapic acid were the most abundant
phenolic compounds found in red nance and green nance, respectively. These phenolic
compounds found in the edible portion from tropical fruits were identified in Solanum torvum
fruits, Acai fruits and Dracaena draco fruit (Ramamurthy et al., 2012; Gordon et al., 2012;
Silva et al., 2011).

All the phenolic compounds reported in this work are of particular importance given that the

fruits containing these bioactive substances are consumed in the local communities of the




Mexican Southeast; however, there is a need to promote the cultivation and consumption of

these fruits grown in Yucatan in order to reach new markets.
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Figure 6.3. HPLC chromatograms for phenolic compounds. Red cashew (A); green-yellow

mombin (B).




Tabla 6.15. Contents of individual phenolic compounds (mg/100 g of edible portion) in tropical fruits from Yucatan, Mexico.

Phenolic
compounds 1* 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Ferulic acid 0.7£0.0 0.4+0.0 0.02+0.0 0.17+0.01 0.03+0.00 nd 1.03+0.03 nd 0.5+£0.0 7.3£0.0 nd Nd nd nd 0.07+0.00 0.08+0.00 1.03+0.03 nd 0.78+0.01
Caffeic acid 386.9+4.3 449.7+0.3 367.6+3.3 548.9+1.5 313.7+1.8 329.8+0.2 308.7+1.7 313.8+t1.5 307.5+2.0 349.1+1.2 325.1+6.9 596.8+4.5 nd 369.5+0.5 346.4+5.0 357.2+3.8 319.6+0.4 397.9+2.9 375.845.8
;:rirr?;;-mic
acid Nd 0.4+0.0 0.3£0.0 nd 0.3+£0.0 nd 0.4+0.0 nd nd 0.7£0.0 0.6+0.0 0.38£0.02 0.4+0.0 nd nd 0.3840.02 0.38+0.02 0.39+0.01 nd
Sinapic acid ~ Nd nd Nd 2.4+0.1 0.7+0.0 1.7+0.1 nd nd 0.3+0.0 nd 0.5+0.0 8.5+0.5 nd nd 3.4+0.0 nd nd nd 1.3+0.1
Gallic acid 4.740.0 5.3+0.1 66.4+0.6 5.1+0.0 5.8+0.0 63.8+0.1 114.5+0.6 nd 14.8+0.0 25.310.1 13.9+0.1 65.8+0.1 27.1+0.0 4.5+0.1 3.8£0.0 4.07+0.03 4.8+0.0 7.5+0.2 4.2+0.0
Ellagic acid Nd 10.9+£0.0 6.6+0.4 8.0£0.1 5.740.3 7.8+0.1 60.5£0.7 5.9+0.1 6.7+£0.3 7.7£0.3 6.9+0.0 10.9+0.1 11.9+0.0 8.2+0.3 5.5£0.0 10.9+0.0 6.7+0.3 8.7+0.3 6.2+0.3
Epicatechin 13.7£0.4 8.7+0.1 4.9+0.0 0.4£0.0 8.7£0.0 4.9+0.1 nd 6.4+0.3 nd nd 1.4+0.0 20.4+0.6 21.241.7 41.7+0.4 nd nd 2.1+0.0 20.8+£1.2 11.4+0.6
Catechin 3.2+0.2 8.4+0.0 3.3+0.2 5.8+0.2 0.6+0.0 36.9+0.1 5.5+£0.5 4.0£0.1 nd 14.1+0.2 1.3+0.0 27.5+2.2 nd 2.7+0.1 12.6+0.9 nd 1.5+0.1 13.5+0.7 2.8+0.2
Kaempferol ~ Nd nd Nd nd 0.5£0.0 nd nd nd nd nd nd Nd nd 4.840.1 0.16£0.00 nd nd nd nd
Quercetin Nd nd Nd nd 0.8+0.0 nd 1.2+0.1 0.5+0.0 nd nd nd 0.2+0.0 1.3+01 nd nd nd nd nd 0.3+0.0
Myricetin 10.7+£0.4 3.7+0.2 0.6+£0.0 2.1+0.0 3.7£0.3 0.9+0.0 0.7£0.0 17.5+0.6 0.4+0.0 nd nd Nd nd nd 1.1+0.0 nd nd nd 9.740.3
Isorhamnetin  10.6+0.5 5.6+0.4 8.6+0.4 7.510.6 7.0£0.2 8.5+0.5 6.1+0.1 nd 6.7+0.4 15.0+0.1 7.9+£0.0 6.9+0.1 5.9+0.0 7.7+0.3 5.7£0.2 6.6+0.5 5.7+0.3 5.9+0.1 nd
*|dentifier of each fruit described in Table 6.14.
nd-not detected. Values are expressed as mean + standard deviation (n = 3).
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6.4.4.2. Classification of tropical fruits by multivariate statistical analysis

The content of antioxidant compounds (vitamin C, total anthocyanins, total phenolic
compounds, total flavonoids and total carotenoids) and antioxidant activity of fruits cultivated
in Yucatan (Tables 6.16 and 6.17) has already been widely discussed by Moo-Huchin et al.
(2014). In the present work, a multivariate statistical analysis is applied taking into
consideration the data pertaining to the bioactive compound content and antioxidant activity of
these fruits for their classification based on their functional characteristics.

Table 6.16. Content of bioactive compounds in the edible part of tropical fruits cultivated in

Yucatan, Mexico.

Fruit mg of vitamin C/100  Total anthocyanins (mg Total phenolic Total flavonoids Total carotenoids
gFW AT/100 g FW) compounds (mg of (mg of (mg of B-
GAE/100 g FW) quercetin/100 g FW) carotene/100 g
FW)
Custard apple 23.02+1.94 1.55+0.01 358.25+17.04 418.24+3.73 2.25+0.40
llama 26.98+2.46 1.31+0.01 246.29+62.06 230.53+3.57 1.57+0.62
Purple star apple 21.43+4.99 3.24+0.02 14.91+0.19 35.76+1.46 2.97+0.64
Green star apple 26.19+2.61 0.18+0.07 18.10+4.46 1.25+0.61 4.25+1.45
Sapodilla 21.43+2.61 1.16+0.02 15.35+0.73 0.18+0.14 1.69+0.06
Red mombin 36.51+2.46 1.77+0.10 115.53+6.41 38.31+18.57 17.16+0.89
Green-yellow mombin ~ 33.33+3.01 1.67+0.09 130.73+10.08 152.35+4.08 25.07+0.04
Mamey sapote 29.37+3.58 5.57+0.07 14.21+3.08 65.24+4.49 36.12+1.24
Yellow cashew 92.06+4.92 1.17+0.01 186.29+18.19 59.27+10.0 13.99+0.75
Red cashew 131.75+4.92 1.84+0.03 287.28+5.38 344.61+4.30 11.62+0.67
Yellow nance 116.67+3.98 0.37+0.02 240.76+16.61 127.27+12.31 14.54+0.42
Red nance 148.41+3.58 0.91+0.01 266.26+13.39 131.98+7.41 14.22+0.29
Green nance 116.67+4.99 1.17+0.11 195.35+23.80 98.80+1.83 12.82+0.28
Dragon fruit 37.30+3.58 0.36+0.01 58.89+11.79 25.51+5.26 2.93+0.73
Purple sugar apple 50.0+3.98 1.15+0.01 81.78+19.31 78.73+1.55 1.30+0.01
Green sugar apple 50.79+4.92 0.47+0.02 207.60+17.85 200.92+3.83 1.44+0.11
Mamoncillo 44.44+3.89 0.32+0.01 295.35+17.54 275.76+8.08 3.85+0.08
White sapote 64.29+4.99 1.91+0.01 373.27+26.68 341.88+1.43 15.86+2.40
Black sapote 59.52+7.22 14.19+0.01 158.48+1.02 376.04+72.29 7.99+0.38

Values are expressed as mean+ standard deviation (n=6)
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Table 6.17. Antioxidant activity, TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) and VCEAC

(Vitamin C equivalent antioxidant capacity) (by ABTS and DPPH methods) in tropical fruits

cultivated in Yucatan, Mexico.

Fruit TEAC (um/100 g FW) VCEAC (mg/100 g FW)
ABTS DPPH ABTS DPPH

Custard apple 649.69+21.89  376.30+2.29 189.66+6.44 81.10+0.49
llama 674.59+6.30 357.83+16.97 196.98+1.85 77.11+3.67
Purple star apple 649 63+15.73  366.56+8.04 189.64+4.63  79.00+1.74
Green star apple 684.78+6.90 332.72+6.58 199.98+2.03 71.69+1.42
Sapodilla 404.75+45.03  208.04+14.79 117.62+1324  44.76+3.20
Red mombin 662.67+35.34  332.91+12.88 193.47+10.39  71.73+2.78
Green-yellow

mombin 624.58+74.33  348.97+9.60 182.27+21.86  75.20+2.07
Mamey sapote 393.81+0.36 113.06+26.45 114.40+0.11 24.24+5.71
Yellow cashew 642.06+38.17  345.15+15.17 187.41+11.23  74.37+3.38
Red cashew 618.47+6.41 273.69+0.54 180.48+1.88 58.94+0.12
Yellow nance 661.79+35.0  372.91+4.05 193.22+10.29  80.37+0.88
Red nance 661.68+22.91  375.54+2.66 193.18+6.74 80.94+0.57
Green nance 669.48+16.12  380.66+6.96 195.48+4.74 82.05+1.50
Dragon fruit 350.60+14.61  198.97+14.12 104.36+4.30  42.80+3.05
Purple sugar Apple  g5571+431.55  357.88+22.01 191.43+9.28  77.12+4.75
Greensugar Apple  g4625+12.15  368.55+8.33 188.64+3.57 79.43+1.80
Mamoncillo 665.38+20.96  322.36+14.40 194.27+6.17  69.45+3.11
White sapote 661.03+18.94  349.21+19.70 192.99+4557  75.25+4.26
Black sapote 550.78+23.53  118.44+13.32 163.21+6.92  25.40+2.88

Values are expressed as mean+ standard deviation (n=6)

With the cluster analysis, it was possible to classify the fruits under study into four groups,
as can be seen in Figure 6.4. The first group corresponds to red cashew, green mombin, yellow
cashew, green sugar apple, purple star apple, custard apple, purple sugar apple, white sapote,
red nance, yellow nance, red mombin, mamoncillo, green nance, ilama, and green star apple
characterized by their high antioxidant activity (measured with both assays, ABTS and
DPPH), which can probably be attributed to the high content of total phenolic compounds,

total flavonoids and vitamin C. The second group, represented by dragon fruit and sapodilla,
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showed low antioxidant activity, probably attributable to the low level of total phenolic
compounds, total flavonoids, total anthocyanins and total carotenoids. In the third group,
mamey sapote obtained a moderate level of total anthocyanins and a high content of total
carotenoids. The last group (black sapote) showed a moderate level of vitamin C and a high
content of total anthocyanins.

The principal component analysis (Figure 6.5) separated the samples according to the contents
of vitamin C, total anthocyanins, total phenolic compounds, total flavonoids, total carotenoids
and antioxidant activity, forming four groups, as with the cluster analysis. The first principal
component (component 1, 40. 1%) correlated with the content of total anthocyanins and total
carotenoids, while the second component (component 2, 65.4%) correlated with the content of

total phenolic compounds, total flavonoids, vitamin C and antioxidant activity (Figure 6.6).

Barreto et al. (2009) and Vissoto et al. (2013) also applied the multivariate statistical analysis
which permitted the classification of 18 fruits of Brazil into 5 and 3 groups, respectively,

based on their functional characteristics.
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Figure 6.4. Dendogram taking into consideration contents of total phenolic compounds,
total flavonoids, vitamin C, total anthocyanins, total carotenoids and antioxidant activity
measured with the DPPH and ABTS assays.
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Figure 6.5. General projection of the samples obtained by means of the principal
components analysis based on the contents of total phenolic compounds, total flavonoids,
vitamin C, total anthocyanins, total carotenoids and antioxidant activity measured with
the DPPH and ABTS assays.
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Figure 6.6. Projection of variables obtained by the principal components analysis based
on the contents of total phenolic compounds, total flavonoids, vitamin C, total
anthocyanins, total carotenoids and antioxidant activity measured with the DPPH and
ABTS assays.
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6.4.4.3. Cytotoxic activity
The present work evaluated the effect of antioxidant extracts from 19 fruits cultivated in

Yucatan on the VERO cell line (kidney cells of the green monkey: Cercopithecus aethiops),
which was incubated with different concentrations of each extract (25-1.56 pg/mL) (Table
6.18). Caamal-Fuentes et al. (2015) suggest a classification of the cytotoxic activity of plant
extracts as the concentration of compound that killed 50% of cells (CCso= pg/mL): <5 (very
strong), 5-10 (strong), 10-20 (moderate, 20-100 (poor) and >100 (Without activity). Based on
this classification, in the present work, 52.6% of the fruit extracts corresponded to a CCsg
value (values ranging from 19.54 to 91.9 pug/mL) which is associated with poor toxicity; 42%
of the fruit extracts reached higher values (CCsp) at 100 pg/mL, corresponding to the criterion
without activity. Only the ilama obtained a CCsg value classified as moderate toxicity.

In general, it can be suggested that the fruits cultivated in the rural areas of the Mexican
Southeast represent a food product which is non-toxic for kidney cells of the green monkey

and can be used as a source of bioactive compounds with antioxidant activity.

Table 6.18. Cytotoxic activity (CCsg) of antioxidant extracts from fruits cultivated in Yucatan.

Fruit extract CCso (ug/mL)
Custard apple 27.69
llama 19.54
Purple star apple >100
Green star apple 84.51
Sapodilla 91.95
Red mombin 22.78
Green-yellow mombin 35.88
Mamey sapote >100
Yellow cashew >100
Red cashew >100
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Yellow nance >100

Red nance 84.49
Green nance 81.09
Dragon fruit >100
Purple sugar apple 58.87
Green sugar apple 33.49
Mamoncillo 56.48
White sapote >100
Black sapote >100

6.4.5. Conclusions
This study was able to provide relevant and useful information on a group of fruits

grown in rural communities of Yucatan, Mexico.

The edible parts of fruits cultivated within the tropical ecosystem of Yucatan, Mexico
represent a significant reservoir of phenolic compounds (12 compounds identified) which are
of great importance for health conservation. The suggestion for consumers, therefore, is to
increase their intake of these fruits. With the aid of a multivariate statistical analysis and
taking into consideration the contents of bioactive compounds and antioxidant activity, it was
possible to classify the fruits into four groups, where the first group corresponded to 15 fruits
characterized by their high content of total phenolic compounds and antioxidant activity.

The antioxidant extracts of the fruits under study presented non-toxic activity for a
normal Vero cell line.

The results demonstrate that the fruits cultivated in Yucatan, Mexico represent a
bioactive potential which allows them to be considered as a functional ingredient for the

development of new products with significant health benefits.
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7. DISCUSION GENERAL

Las frutas menores se refieren a las especies que tienen un valor comercial de
produccién y mercado muy pequefio comparado con los principales productos agricolas
(Gruere et al., 2006), tales como anona (Annona reticulata), caimito (Chrysophyllum cainito
L.), chicozapote (Manilkara sapota L.), ciruela (Spondias purpurea L.), mamey (Pouteria
sapota Jacg.), marafion (Annacardium occidentale), nance (Byrsonima crassifolia), pitahaya
(Hylocereus undatus Haworth), saramuyo (Annona squamosa L.), uaya (Melicoccus bijugatus
(Jacq.)), zapote blanco (Lucuma hypoglauca Stanley), zapote negro (Diospyros digyna) entre
otros, las cuales son producidas en la Peninsula de Yucatén. Estas frutas requieren mucho
esfuerzo para definir sus condiciones generales de mejoramiento genético, agronémico y
manejo post-cosecha con el propdsito de obtener altos rendimientos (Galan-Sauco, 1996).

Las frutas producidas en la Peninsula de Yucatan son un componente muy importante
de la dieta diaria para las comunidades rurales, pero las condiciones de comercializacién son
pobres, lo cual da lugar a frutas sub-utilizadas en términos econémicos.

Es importante destacar que también los estudios se han orientado a las nuevas
estrategias para la revalorizacion de bio-productos de las frutas tropicales como piel, céscara,
semillas, hojas, huesos y otras fracciones no comestibles o partes desechadas sin poco valor.
Estos sub-productos dan lugar a problemas ambientales debido a las cantidades que se generan
al afio derivado del consumo y procesamiento de frutas tropicales; ademas su alta actividad de
agua promueve el desarrollo microbiano (Peréz-Jiménez & Viuda-Martos, 2015).

Durante los ultimos afios se ha publicado numerosas investigaciones que describen el
perfil de compuestos bioactivos y actividad bioldgica de frutas tropicales y sus sub-productos
(Peréz-Jiménez & Viuda-Martos, 2015; Yahia et al., 2011; Robles-Sanchez et al., 2011).
Todos estos esfuerzos en la investigacion cientifica se han traducido en la comercializacion de
ingredientes bioactivos que se incoporan en matrices alimentarias o como alimento funcional
através del procesamiento de las frutas en jugos, bebidas y panes (Genesistoday, 2015;
appleboost, 2015). Este hecho cobra mucha importancia en la promocion y potencializacion de

cultivos de frutas nativas de las diferentes regiones tropicales del mundo, como consecuencia
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trae beneficios economicos a las localidades y ademés se puede contribuir en la explotacion
sustentable de especies fruticolas de la region.

Actualmente, el consumidor prefiere alimentos funcionales porque previenen algunas
enfermedades degenerativas y mantienen la buena salud, lo que ha ocasionado gran interés de
los investigadores para estudiar el contenido de compuestos bioactivos con actividad
antioxidante en frutas (Salinas-Moreno et al., 2012).

En el presente trabajo se aborda el estudio de un grupo de frutas tropicales (19 frutas)
que se cultivan en las localidades de la Peninsula de Yucatdn en relacion al estudio de
compuestos antioxidantes de la pulpa y la cdscara como sub-producto para valorar su potencial
bioactivo y como alimento funcional. Acorde a los resultados encontrados, las caracteristicas
fisico-quimicas resultaron diferentes entre las frutas estudiadas; lo cual esto pone de
manifiesto la amplia variablidad que se tiene en la calidad de las especies fruticolas. De
manera general, las frutas de la Peninsula de Yucatdn se caracterizaron por mostrar un
contenido de solidos solubles totales, acidez y color similar a otras especies de frutas, lo cual
son atributos que distinguen la calidad de una fruta tropical y que se relaciona con su sabor
(De Souza et al., 2012).

El trabajo revela que la parte comestible de zapote blanco y zapote negro se
distinguieron por tener un alto valor de fibra insoluble y fibra soluble, respectivamente. Este
hallazgo permite incrementar el valor agregado de estas frutas, atribuido a las propiedades
reportadas de estas fibras como elemento prebidtico. Asimismo, las céascaras de caimito
morado, marafion amarillo y marafién rojo son ricos en fibra insoluble. Un resultado
destacable fue que la céascara de caimito morado resulté superior en fibra soluble, insoluble y
total cuando se comparo con las cascaras de las otras frutas evaluadas, lo cual hace factible el
uso de esta céscara en la formulacion de productos alimenticios como yogurt, galletas, panes
entre otros. Las fibras dietéticas alcanzan el intestino grueso y son atacadas por la microflora
colbnica, dando como productos de fermentacion acidos de cadena corta, hidrogeno, didxido
de carbono y metano. Los &cidos grasos de cadena corta representan no solo una forma de

recuperacion de energia, sino que van a estar implicados en otras funciones beneficiosas para
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el organismo humano (Escudero-Alvarez & Gonzélez-Sanchéz, 2006). La ingesta de fibra
através de las frutas tropicales o sus subproductos estudiadas podrian jugar un papel en todas
las funciones del sistema digestivo desde la masticacion hasta la evacuacion de heces, lo cual
hace conveniente continuar con las investigaciones futuras en relacion a los efectos
fisiologicos de la fibra de estas frutas.

Los compuestos fendlicos y otros compuestos como los flavonoides o carotenoides
estdn ampliamente presentes en las frutas tropicales. Los estudios de bioactividad de estos
compuestos pueden conducir a nuevos hallazgos en el potencial bioactivo de las frutas
tropicales (Pierson et al., 2012).

Existe un consenso general de que la actividad antioxidante debe ser evaluado a través
de diferentes métodos que difieren en los mecanismos de reaccion (Prior et al., 2005).
Entonces en este trabajo de tesis se considerd cuatro protocolos diferentes con el propdsito de
evaluar la capacidad antioxidante de las frutas: método de Folin-Ciocalteu, flavonoides totales,
actividad antioxidante mediante los ensayos ABTS y DPPH.

Los compuestos fendlicos con su capacidad de donar hidrégenos o electrones para
formar radicales estables, son considerados como los principales metabolitos antioxidantes
activos a partir de plantas (Koolen et al., 2013).

En este trabajo, las partes comestibles de las frutas estudiadas y las cascaras como
subproductos son ricos en vitamina C, antocianinas totales, compuestos fenolicos totales,
flavonoides totales y carotenoides totales; ademas se caracterizaron por su alta actividad
antioxidante medidos con los dos ensayos ABTS y DPPH. Es importante destacar que la
comparacion de estos resutados con otros trabajos resulta dificil atribuido a los diferentes
procedimientos de extraccion realizados en otras investigaciones, ademas las diferencias
pueden estar relacionados con practicas agrondmicas, composicién del suelo, condiciones
climatoldgicas y ciertos factores fisiologicos como la maduracion (Morales-Soto et al., 2014).

Através de la correlacion analizada se puede sugerir que los compuestos fendlicos
solubles son las principales sustancias que contribuyen en la actividad antioxidante de las

partes comesibles y cascaras de las frutas evaluadas. Aunque también se ha reportado esta
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relacion entre la actividad antioxidante y los compuestos fendlicos en otras frutas tropicales
(Silva et al., 2007), los efectos sinérgicos y antagonista de los compuestos antioxidantes
dentro de los extractos no se deben descartar, por lo que se sugiere una estrategia mas fina
para evaluar las contribuciones de cada compuesto con la actividad antioxidante de las pulpas
y cascaras de frutas cultivadas en Yucatan.

En lo general, en las zonas de clima tropical como el sureste de México, favorece la
ocurrencia de una amplia variedad de frutas carotenogénicas. Este hecho puede ser explicado
por la alta exposicion de las frutas a la radiacion del sol durante todas las etapas de su
crecimiento. En este trabajo resulté que la pulpa de mamey es un gran reservorio de
carotenoides totales (36.4 mg de P-carotene/100 g de porcion comestible). Ademas, un
hallazgo interesante fue que el contenido de p-criptoxantina y luteina contribuyen
significativamente en la actividad antioxidante de las partes comestibles de las frutas.

Acorde al perfil cromatografico de carotenoides individuales de la porcién comestible
de las frutas, se identifico cuatro carotenoides abundantes en nance amarillo, ciruela verde-
amarillo, marafién amarillo y mamey (luteina, P-criptoxantina, p-caroteno y licopeno,
respectivamente), de las cuales, dos compuestos tienen actividad de provitamina A, un potente
antioxidante y que se ha reportado que regulan la patogenésis de varias enfermedades crénicas
degenerativas. Las partes comestibles de las frutas estudiadas mostraron niveles mas altos de
equivalente a retinol comparado a otras frutas de clima tropical (Lokesh et al., 2014; Jones et
al., 2013), lo que podria representar una gran contribucion de requerimientos de vitamina A en
la dieta de la poblacion local.

Las partes comestibles de las frutas resultaron ser un reservorio de diversas estructuras
de compuestos fenolicos, de los cuales, cuatro fueron acidos hidroxicindmicos, dos fueron
hidroxibenzoicos, dos fueron flavanoles y por ultimo dos flavonoles. Estos compuestos
identificados y cuantificados son de gran intéres principalmente por su potente actividad
antioxidante y su relacion entre el cosumo y la prevencion de algunas enfermedades
(Haminiuk et al., 2012).
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Para alcanzar una extraccion méxima de los compuestos fendlicos de las frutas
estudiadas, se sugiere realizar un estudio involucrando diferentes parametros como tipo de
solvente, agitacion, tiempo de extraccion, proporcion soluto/solvente, temperatura, eficiencia
en la transferencia de masa, tamafio de particula, entre otros. La evaluacion de estos factores
pueden resultar en la obtencion de mayor cantidad y diversidad de estructuras de compuestos
fenolicos, como consecuencia mayor potencial bioactivo (Haminiuk et al., 2012).

En la literatura existe muy poca informacion relacionado con la toxicidad de extractos
de frutas tropicales y en este trabajo se report6 que los extractos de antioxidantes de las partes
comestibles de 19 frutas resultaron con actividad no-tdxica para las células normales de la
linea Vero. Este hallazgo puede sentar las bases para estudios futuros en modelos que evalten
a los antioxidantes de las frutas como agente anti-proliferativo celular. Ademas para
complementar este trabajo se sugiere evaluar los extractos de frutas sobre células tumorales en
la linea celular de mieloma murino. Esta contribucién esta relacionado al uso y consumo
seguro de vegetales y frutas ricos con antioxidantes.

En este trabajo se aplicd en analisis estadistico multivariado, considerando los
contenidos de compuestos bioactivos y la actividad antioxidante y resultd la formacién de
cuatro grupos de frutas tropicales de la Peninsula de Yucatan. EI grupo que correspondi6 a 15
frutas tropicales (marafion rojo, ciruela verde, marafion amarillo, saramuyo verde, caimito
morado, anona roja, saramuyo morado, zapote blanco, nance rojo, nance amarillo, ciruela roja,
uaya, nance verde, anona amarillo y caimito verde) se caracteriz6 por su alto contenido de
compuestos fenolicos y su alta actividad antioxidante. La ingesta de estas frutas pueden
impartir beneficios saludables al consumidor méas ahi de su aportacién a la nutricion basica.

Como perspectiva se propone la investigacion de nuevas metodologias para un mayor
conocimiento de las estructuras y mecanismos de los compuestos antioxidantes en las frutas
tropicales de Yucatan. Asimismo, se debe establecer y consolidar las bases de datos de los
compuestos fenolicos de frutas de clima tropical porque en un futuro puede ser informacion
valiosa para establecer investigaciones epidemioldgicas. Se debe estudiar los mecanismos de

absorcion y profundizar en temas de bioaccesibilidad y biodisponibilidad de polifenoles,
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enfocando la accion de la microflora colénica sobre el metabolismo de diversos compuestos
fendlicos.

Todos los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral contribuye en aportar
conocimientos en la ciencia basica respecto al estudio de diversas estructuras quimicas y
bioactividad de sustancias antioxidantes encontradas en frutas tropicales poco conocidos en el
mercado internacional. Este hallazgo puede promover y potencializar el uso extendido de estas
frutas en el mercado internacional y ademas se puede dar lugar a un aprovechamiento integral

del fruto como aditivo en el desarrollo de nuevos productos.
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8. CONCLUSIONES GENERALES

En base a los objetivos del presente trabajo de investigacion se obtuvieron las siguientes

conclusiones:

I. Las partes comestibles y la cascara de las frutas tropicales cultivadas en la Peninsula de
Yucatan son materiales ricos en compuestos bioactivos con propiedades Utiles para la salud
(vitamina C, antocianinas totales, carotenoides totales, compuestos fendlicos totales,

flavonoides totales, fibra soluble, fibra insoluble y fibra dietética total).

Il. En lo general, el contenido de compuestos bioactivos de las partes comestibles y de la
cascara de las frutas son superiores a otras frutas producidas y consumidas en varias regiones

del mundo.

I1l. Las frutas tropicales (cascaras y partes comestibles) respondieron al mecanismo de
capacidad secuestradora de radicales libres DPPH y ABTS, lo cual dio lugar a una alta

actividad antioxidante.

IV. De manera pre-eliminar y acorde a la matriz de correlacion se puede sugerir que los
compuestos fendlicos y algunos carotenoides como luteina y B-criptoxantina son las sustancias
que contribuyen en la actividad antioxidante de las frutas tropicales; sin embargo, no se
descarta efectos sinérgicos y antagonista entre los compuestos fendlicos o entre otros

compuestos con capacidad antioxidante.

V. En las partes comestibles y en las cascaras se destaca la presencia de diversas estructuras de
compuestos fendlicos (&cidos hidroxicinamicos, éacidos hidroxibenzoicos, flavanoles y
flavonoles) y carotenoides (luteina, f-caroteno, B-criptoxantina y licopeno), cuyas propiedades

bioldgicas ya han sido demostrados en la literatura.

Fuutas trapicales de la Seninsula de Yucatdn coma alimente... JUELS



V1. El grupo de frutas estudiadas resulto con actividad no tdxica para las células normales de
la linea vero, lo cual da lugar a una seguridad de su ingesta para aprovechar sus propiedades

beneficiosas a la salud.

VII. Las frutas fueron clasificados en cuatro grupos acorde al anélisis estadistico multivariado

considerando el contenido de compuestos bioactivos y la actividad antioxidante.

VIII. Estos hallazgos soportan informacion valiosa que pueden proporcionar interés en ampliar
el cultivo, incrementar el consumo y favorecer el procesamiento de las partes comestibles y
cascaras como bio-productos de las frutas nativas de la Peninsula de Yucatan, ya que son
fuente importante de antioxidantes naturales con actividad no-toxica para la dieta y pueden ser
usados como ingredientes funcionales para el desarrollo de nuevos productos en la industria

alimentaria.
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ANEXO 1
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ANEXO 2
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Curva de calibracion de diferentes concentraciones de Trolox vs. Porcentaje de

inhibicién de DPPH.

Fuutas topicales de la Peninsula de Yucatdn comea alimente... PEEL



120.000
100.000 ->
z _—*
£ 80.000 y=0.4123x+ 11.195 -
= R? =0.9972 —
S —
s 60.000 > e
- A
£ 40.000 _—
3= P
—
20.000 &
0.000 T | T T ,
s} 50 100 150 200 250
[écido ascoérbico ppm]

Curva de calibracién de diferentes concentraciones de acido ascorbico vs. Porcentaje de

inhibicién de DPPH.
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Curva de calibracion de diferentes concentraciones de Trolox vs. Porcentaje de
inhibicion de ABTS.
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Curva de calibracién de diferentes concentraciones de acido ascorbico vs. Porcentaje de
inhibicién de ABTS.
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Curva de calibracion de diferentes concentraciones de luteina vs. Area del pico

cromatografico.
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Curva de calibracion de diferentes concentraciones de B-criptoxantina vs. Area del pico

cromatografico.
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Curva de calibracion de diferentes concentraciones de licopeno vs. Area del pico

cromatograéfico.
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Curva de calibracion de diferentes concentraciones de p-caroteno vs. Area del pico

cromatografico.
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ANEXO 3

b) Marafion amarillo

c) Ciruela rojo

Algunas frutas tropicales cultivadas en la Peninsula de Yucatan.

Fudtas trapicales de la Terinsula de Yucatdn come alimente. . .



ANEXO 4

i

Perfil cromatografico de 4 estdndares de compuestos fendlicos (Catequina, Epicatequina,

Acido ferulico, Kaempferol).

Perfil cromatografico de 5 estandares de compuestos fenolicos (Acido galico, Acido
cafeico, Acido elagico, Quercetina, Acido Trans-cinamico).

Fuutas trapicales de la Seninsuta de Yucatdn coma alimente... JEEE]



Perfil cromatografico de compuestos fendlicos de mamey.

Perfil cromatografico de compuestos fendlicos de ciruela verde.

Fuutas trapicales de la Seninsula de Yucatdn coma alimente... I



ANEXO 5

___VWD: Signal A, 476 nm
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Perfil cromatografico de carotenoides individuales (luteina, p-criptoxantina, licopeno, p-

caroteno).
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Perfil cromatografico de carotenoides individuales de mamey.

Fuutas trapicales de la Seninsuta de Yucatdn coma alimente. .. I



ANEXO 6
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