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RESUMEN 

En la presente investigación se desarrolló y validó un método para evaluar la 
capacidad antioxidante a nivel celular empleando eritrocitos (ERYCA). Con este 
método, se pretende contar con un modelo celular para la determinación semi­
automatizada de la actividad antioxidante de compuestos puros, extractos naturales, 
frutas, jugos, bebidas y plasma sanguíneo humano. El método ERYCA, se basa en las 
diferencias en las propiedades de dispersión de la luz (turbidez), entre eritrocitos 
humanos intactos o lisados por acción del 2,2'-azobis-2-metil-propanimidamida 
dihidrocloruro (AAPH), un generador de radicales peroxilo que induce la 
peroxidación lipídica de las membranas celulares. La consecuente hemólisis provoca 
una pérdida de la habilidad de dispersión de la luz de los eritrocitos lisados, lo cual es 
seguido espectrofotométricamente a 700 nm. Cuando se adiciona un antioxidante, el 
área bajo la curva de degradación de la absorbancia es linealmente proporcional a · 1a 
concentración del compuesto antioxidante. Se encontró que el método ERYCA fue 
relativamente rápido (si se compara con otros modelos celulares), sensible, preciso y 
repetible, aún cuando se emplearon eritrocitos de diferentes donadores y con 
diferentes tiempos de almacenamiento. 

En una segunda etapa, el método ERYCA fue empleado para evaluar la capacidad 
antioxidante de extractos acuosos de 36 frutas tropicales comunes. Los resultados 
fueron comparados con los obtenidos con el método de ORAC-hidrofílico ("Oxygen 
Radical Absorbance Capacity") y el contenido total de polifenoles (CTP), determinado por 
el método con el reactivo Folin-Ciocalteu. Las bayas tropicales arándano y mora 
(Vaccinium consanguineum y Rubus adenotrichus respeetivamente), fueron las frutas con 
los valores más altos para las tres metodología de valoración aplicadas (ERYCA, 
ORAC, CTP). A pesar de que los mecanismos involucrados en el método de ERYCA y 
ORAC son diferentes, se determinó un buen coeficiente de correlación entre ambas 
metodologías, aún cuando se presentaron algunas discrepancias. Cuando se 
compararon los dos métodos empleando el mismo estándar equivalente de Trolox, el 
efecto protector de los extractos de frutas fue en promedio 2,5 veces mayor en los 
eritrocitos que en el caso de la fluoresceína (según la evaluación por ORAC). De esta 
manera, el método ERYCA permitió evaluar tanto la neutralización directa de radicales 
libres, como la protección relacionada con mecanismos celulares. 

Por último, se seleccionó la mora para la producción de un jugo microfiltrado, el 
cual fue sometido a un tratamiento térmico (90 ºC por diferentes tiempos) y a un 
proceso de digestión in vitro. El tratamiento térmico no presentó un efecto significativo 
sobre la capacidad antioxidante y contenido total de polifenoles. Sin embargo, la 
interacción del tratamiento térmico y la digestión in vitro, mostró un efecto significativo 
(p < 0,05), presentándose un descenso de hasta un 44% en la capacidad antioxidante, y 
de hasta un 70% en el contenido total de polifenoles, después de dichos tratamientos. 

Palabras clave: eritrocitos, capacidad antioxidante celular, frutas tropicales, 
tratamiento térmico, digestión in vitro. 
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Los polifenoles constituyen un amplio y diverso grupo de metabolitos 

secundarios producidos por las plantas, encontrados comúnmente en frutas y 

vegetales (Kaur y Kapoor, 2001; Lee et al., 2002). En la actualidad existe un gran 

interés en explotar su potencial en términos de beneficios para la salud, 
actividad antioxidante y efectos antirnicrobianos (Ross y Kasum, 2002; Sies y 

Stahl, 2004; Scalbert et al., 2005a; Wu et al., 2005). 

Los estudios recientes han sugerido que las dietas ricas en polifenoles 
pueden reducir significativamente la incidencia de enfermedades 

cardiovasculares (Karadeniz et al., 2000; Sies y Stahl, 2004; Scalbert et al., 2005b; 

Waterhouse, 2005; Tzulker et al., 2007). Asimismo, se han asociado con una 

importante actividad anticancerígena (Lee et al., 2002; Wu et al., 2005; Monteiro 
et al., 2006; Nichenametla et al., 2006; Dubick y Omaye, 2007), retraso en la 

aparición de enfermedades neurodegenerativas (Álvarez et al., 2006; Dai et al., 

2006; Singh et al., 2008), reducción de los niveles de colesterol sanguíneo 

(Vidavalur et al., 2006; Jalili et al., 2007), disminución de los efectos de 

padecimientos como diabetes, osteoporosis y arterosclerosis (Goggs et al., 2005; 
Scalbert et al., 2005a; Hendrich y Murphy, 2007), actividad antibacteriana (Akai 

et al., 2007) y retraso en la aparición de numerosos efectos relacionados con el 

envejecimiento Goseph et al., 2005; Wilson et al., 2006). 

Las especies reactivas de oxígeno (ROS) se encuentran ampliamente 
implicadas en el desarrollo de la mayoría de estos padecimientos, pues en 

exceso, pueden degradar o modificar moléculas como lípidos, proteínas, 

enzimas e incluso ADN (Silva et al., 2005; Barreira et al., 2008). Estos compuestos 

son subproductos naturales del metabolismo humano y, a pesar de que se 
mantiene un balance por medio de los sistemas de defensa naturales, se debe de 

proveer al organismo de compuestos antioxidantes adicionales a través de la 
dieta (Barreira et al., 2008; Chirinos et al., 2008; Souza et al., 2008). 

En términos generales, en la dieta occidental los polifenoles constituyen la 

mayor fuente de antioxidantes que consumimos por día, cerca de 10 veces más 
que la ingesta diaria de vitamina e y alrededor de 100 veces más que el 
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consumo de vitamina E y carotenoides (Scalbert et al., 2005a; Dai et al., 2006); a 

su vez, los polifenoles han demostrado una capacidad antioxidante equivalente 

mucho mayor que la de otros compuestos antioxidantes (Kim y Lee, 2004). 

En consecuencia, resulta relevante poder evaluar el potencial antioxidante de 

los fitoquímicos y productos alimenticios. Al respecto, la mayoría de los 

métodos desarrollados para medir la capacidad antioxidante involucran solo 

reacciones químicas, usualmente llevadas a cabo bajo condiciones no 

fisiológicas, lo que permite cuestionar dichos resultados para predecir la 

capacidad antioxidante de estos productos a nivel in vivo (Wolfe y Liu, 2007; 

Honzel et al., 2008). 

Otro problema asociado con la determinación de la capacidad antioxidante 

de un compuesto se refiere a la biodisponibilidad de los antioxidantes para el 

ser humano, pues en muchos casos ésta se ve sumamente afectada por otros 

componentes presentes en los alimentos (como hierro o proteínas) y el proceso 

de digestión en el organismo, así como por las condiciones fisiológicas y los 

estilos de vida particulares de cada individuo (Ross y Kasum, 2002; Liu y 

Finley, 2005; Manach et al., 2005). 

Desde una perspectiva fisiológica, después de su consumo, los alimentos son 

sometidos a un proceso de digestión gastrointestinal antes de alcanzar el 

intestino, proceso durante el cual los antioxidantes y otros compuestos 

funcionales pueden ser transformados en otros compuestos con diferente 

biodisponibilidad y actividad biológica, afectando de esta manera el potencial 

antioxidante original de estos componentes (Cerdá et al., 2005; Cilla et al., 2009). 

Aunado a lo anterior, se ha determinado que el procesamiento de los 

alimentos, en especial la aplicación de tratamientos térmicos, pueden causar 

efectos indeseados en la calidad nutricional de los mismos, tales como la 

pérdida de vitaminas y la degradación de los polifenoles y de algunos 

compuestos con capacidad antioxidante (Dhuique-Mayer et al ., 2007; Cisse et al., 

2009). 

Debido a estos inconvenientes, se requieren métodos biológicos alternativos 

p ara la determinación del poder antioxidante de productos de interés. En este 

sentido, con Ja presente investigación se desarrolló una metodología sencilla y 

reproducible para evaluar la capacidad antioxidante de compuestos con 
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potencial actividad antioxidante, en una matriz celular en concordancia con las 

condiciones fisiológicas imperantes en el ser humano. Así mismo, se realizó un 

análisis de capacidad antioxidante de 36 diferentes frutas consumidas 

frecuentemente en nuestro país. Además, se analizó la capacidad antioxidante 

de un jugo de fruta con destacado interés nutricional, considerando los cambios 

que ocurren durante la digestión simulada a nivel in vitro, así como los cambios 

causados por efecto del tratamiento térmico. 

1.2. Objetivos 

1.2.1. OBJETIVO GENERAL 

Desarrollar una metodología in-vitro con células que permita mejorar la 

evaluación del potencial antioxidante de jugos de frutas sometidos a 

tratamientos térmicos y digestión simulada. 

1.2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Desarrollar y validar una metodología para evaluar el poder antioxidante 

celular empleando glóbulos rojos humanos (eritrocitos). 

• Valorar la actividad antioxidante y el contenido total de polifenoles de frutas 

producidas localmente y seleccionar un producto con valores sobresalientes 

en estos parámetros. 

• Determinar el efecto de un tratamiento térmico (pasteurización) sobre la 

capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles del jugo obtenido a 

partir de Ja fruta seleccionada. 

• Analizar el cambio en la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles 

del jugo de fruta seleccionado durante el proceso de digestión simulado a 

nivel in vitro. 
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MARCO TEÓRICO 

2.1. Radicales libres y metabolismo humano 

Los radicales libres pueden definirse como moléculas o fragmentos 

moleculares, que contienen uno o más electrones desapareados, los cuales 

usualmente confieren un grado considerable de reactividad a estas especies. 

(Valko et al., 2007). Los radicales derivados del oxígeno representan el grupo 

más importante de radicales libres generados en los sistemas vivientes (Nelson 

y Cox, 2004). 

A pesar de que el oxígeno es esencial para las formas de vida aeróbicas, sus 

metabolitos son altamente tóxicos, y las mitocondrias, que consumen más del 

90% del oxígeno en estos organismos, son la principal fuente de especies 

reactivas de oxígeno y radicales libres, tales como el anión superóxido, el 

peróxido de hidrógeno, los radicales hidroxilo y el oxígeno singlete (Lee et al., 

2004; Nelson y Cox, 2004; Barreira et al., 2008a). Aproximadamente, del 1 % al 

5% del oxígeno consumido por las mitocondrias es reducido y convertido a 

estas especies reactivas (Mathews et al., 2002). 

Otras fuentes de radicales libres en el organismo pueden provenir de la 

acción de enzimas prooxidativas (como la lipooxigenasa), de fuentes 

ambientales (como la radiación ultravioleta y la contaminación), así como de 

células o tejidos dañados (Mathews et al., 2002; Nelson y Cox, 2004). Las 

especies reactivas de oxígeno también pueden formarse en los alimentos, a 

través de la oxidación lipídica y de compuestos fotosensibles expuestos a la luz 

(Lee et al., 2004). 

En altas concentraciones, los radicales libres pueden ser importantes 

mediadores de daño a estructuras celulares, oxidación de Iípidos y proteínas, 

ruptura de la cadena de ADN y modificación de bases, así como la modulación 

de la expresión génica (Lee et al., 2004). Por ejemplo, se sabe que el radical 

hidroxilo reacciona con todos los componentes de la molécula de ADN, 

dañando tanto las bases púricas y pirimídicas, como también el esqueleto de 

desoxirribosa (Valko et al., 2007). Además, se ha reportado que conforme 

avanza el proceso de envejecimiento, se incrementa el contenido de ADN 
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oxidado como el 8-hidroxideoxiguanosina, y de proteínas oxidadas con 

modificaciones en el grupo carbonilo o pérdida del grupo -SH (Lee et al., 2004) . 

Las modificaciones permanentes al material genético como resultado de la 

acción de los radicales libres, representa el primer paso en el desarrollo de 

mutagénesis, carcinogénesis y el proceso de envejecimiento celular (Valko et al., 

2007). En consecuencia, diversos estudios clínicos han reportado una asociación 

entre las especies reactivas de oxígeno y el riesgo de desarrollar diversos 

padecimientos (figura 1), como enfermedades cardiovasculares, problemas 

inflamatorios, cáncer, diabetes, enfermedad de Alzheimer y Parkinson, y 

declive funcional relacionado con el envejecimiento (Mathews et al., 2002; Lee et 

al., 2004; Nelson y Cox, 2004; Liu y Finley, 2005; Valko et al., 2007; Wolfe y Liu, 

2007; Barreira et al, 2008a; Chirinos et al., 2008; Honzel et al., 2008; Jensen et al., 

2008). 

Gastrointestinal Ojos Piel 

- ~~p a. tit:. s 

- ':)c. ñ. ~ al h ts:?.:..i ::: 

" L ~~~-
Dientes 

Vasos 

' ESPECIES REACTIVAS 
__ ___, 

Fallo de varios 

órganos 

- Cár.:::;:: 

Cereb ro 

Corazcin 

- _.\n.ql :f : c.:c'. i a :::c 

Articulaciones 

Pulmón 
- _.\~nn 

Figura l. Condiciones clínicas relacionadas con las especies reactivas de oxígeno 
(Modificado de Lee et al., 2004). 

En individuos sanos, la producción de radicales libres está continuamente 

balanceada por los sistemas naturales de defensa antioxidativa, los cuales 

pueden ser de dos tipos: 

• Enzimáticos, incluyendo la superóxido dismutasa (SOD), que convierte el 

anión superóxido en peróxido de hidrógeno y oxígeno; la catalasa (CAT), 
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involucrada en la destoxificación celular y puede convertir el peróxido de 

hidrógeno en agua y oxígeno; y la glutatión peroxidasa (GPx), la enzima 

removedora de peróxido de hidrógeno más importante de la membrana 

celular (Lee et al., 2004). 

• De origen no enzimático, destacando el a-tocoferol (vitamina E), el ácido 

ascórbico (vitamina C), los carotenoides y los compuestos fenólicos 

(Mathews et al., 2002; Nelson y Cox, 2004; Honzel et al., 2008). 

La actividad antioxidante de estas moléculas se relaciona con diferentes 

mecanismos, tales como la "captación" de radicales libres, la donación de 

átomos de hidrógeno, la neutralización de oxígeno singlete, la quelación de 

iones metálicos y su capacidad como agentes reductores (Barreira et al., 2008a; 

Chirinos et al., 2008; Magalhaes et al., 2009). 

El modo de acción general de los antioxidantes puede explicarse de la 

siguiente manera (Mathews et al., 2002; Nelson y Cox, 2004). El proceso de 

oxidación inicia con la formación de un intermediario o radical libre (R·) en el 

proceso de iniciación (ecuación 1), seguido del proceso de propagación donde 

ocurre la reacción entre el radical libre y el oxígeno para formar un radical de 

peróxido (ecuación 2). Este radical de peróxido (ROO·), al reaccionar con el 

sustrato produce otro radical libre, estableciéndose así, la cadena de reacciones 

de oxidación (ecuación 3). 

RH--+ R· ·H [1} 

R· - ~ --+ ROO· [2] 

ROO· ' RH --+ R· - ROOH [3] 

En este punto, los antioxidantes pueden inhibir o retardar la formación de 

radicales libres en la etapa de iniciación e interrumpir la cadena de reacciones 

de oxidación (ecuación 4). 

ROO· - R "OH ~ ROOH + RO· [4] 

Lo anterior se explica por la capacidad del antioxidante de ceder fácilmente 

un electrón, con la consecuente formación de un radical libre más estable (R'O·) 

que el formado en la ecuación 2, el cual llega a su estabilidad en las reacciones 
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de terminación, protegiendo a nuestro organismo, corno las reacciones de 

terminación mostradas a continuación: 

ROO· R· ---f ROOR 

ROO· .,... R 'C>- ---f ROOR' 

ROO· + ·H ---f ROOH 

R·O· + -H ~ R'OOH 

[5] 

[6] 

[7] 

[8] 

Los nuevos radicales libres generados a partir de los antioxidantes, deben ser 

lo suficientemente estables para no participar en otras reacciones de oxidación 

en cadena (Valko et al., 2007). Los radicales generados a partir de compuestos 

fenólicos antioxidantes, pueden ser estabilizados a través de estructuras de 

resonancia (figura 2). 

También es importante considerar que metales como el hierro y el cobre, 

tienen un papel importante en las reacciones de oxidación, ya que su presencia 

acelera las etapas de iniciación y propagación, a la vez que están involucrados 

en la formación de radicales peroxilo y oxígeno singlete (Nelson y Cox, 2004). 

Por tanto, los antioxidantes con actividad guelante de metales (corno el ácido 

cítrico, el ácido ascórbico y la quercetina), presentan un efecto adicional en el 

mantenimiento del balance de las reacciones oxidativas (Lee et al., 2004). 

UH qC(Uly, 
rx:H3 / R. RO·. ROO· -- RH . ROH . ROOH 

o 
A..,.Á"(CI 13)3 

y ·- .. 
OCl l~ 

u 

Y
_li CtCH.). 

1 -' J 

."' 
~cH, 

i 

Figura 2. Estabilización por resonancia de los radicales libres generados por 
antioxidantes de origen fenólico (Lee et ni., 2004). 
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Sin embargo, la eficacia de estos sistemas de defensa tiende a disminuir 

debido a factores como el envejecimiento, los estilos de vida no saludables, o las 

condiciones ambientales entre otros, generando un desbalance de especies 

reactivas de oxígeno, lo que conlleva al proceso conocido como estrés oxidativo 

(Mathews et al., 2002; Nelson y Cox, 2004). Por tanto, para la prevención de 

diversas enfermedades, es sumamente relevante adquirir antioxidantes 

adicionales por medio de la dieta (Liu y Finley, 2005; Wolfe y Liu, 2007; Barreira 

et al., 2008b; Honzel et al., 2008; Jensen et al., 2008). 

Se ha determinado que el consumo de una dieta pobre en antioxidantes, 

resulta en un descenso en la capacidad antioxidante en el plasma sanguíneo, 

mientras que al adicionar frutas a la misma dieta, no solo se previene dicho 

descenso, sino que se observa un aumento en dicha capacidad (Jensen et al., 

2008). Al respecto, numerosos estudios epidemiológicos han demostrado una 

clara asociación entre el consumo regular de frutas y vegetales y la reducción en 

la incidencia de males cardiacos, cáncer y enfermedades degenerativas, así 

como en la reducción de los efectos deletéreos del envejecimiento (Huang et al., 

2005; Wolfe y Liu, 2007; Honzel et al., 2008; Magalhaes et al., 2009). Los 

principales compuestos antioxidantes encontrados en los alimentos se 

abordarán con más detalle en la siguiente sección. 

2.2. Compuestos nutracéuticos antioxidantes 

Las frutas, vegetales, especias, hierbas y bebidas como el té y el vino son 

alimentos típicos que contienen numerosos compuestos nutracéuticos 

antioxidantes (Huang et al., 2005; Barreira et al., 2008; Chirinos et al., 2008). La 

actividad antioxidante de estos productos está correlacionada con su contenido 

de vitaminas antioxidantes, incluyendo el ácido ascórbico (vitamina C), el a.­

tocoferol (vitamina E) y el [3-caroteno o provitamina A (Souza et al., 2008; Tarko 

et al., 2009). Sin embargo, estudios recientes indican que por lo general, Jos 

compuestos polifenólicos son los principales fitoquímicos con propiedades 

antioxidantes en las plantas superiores (Magalhaes et al., 2009). 
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2.2.1. VITAMINAS 

Las vitaminas abarcan un diverso grupo de compuestos orgánicos que son 

micronutrientes esenciales (Damodaran et al., 2008). Presentan diversas 

funciones in vivo, como coenzimas, factores de regulación genética y otras 

funciones especializadas, incluyendo los sistemas de defensa antioxidativa 

como el caso de las vitaminas E y C (Mathews et al ., 2002). 

La vitamina E es el nombre colectivo para un grupo de lípidos estrechamente 

relacionados denominados tocoferoles (Nelson y Cox, 2004), los cuales 

contienen u!l anillo aromático sustituido y una larga cadena lateral isoprenoide 

(figura 3). 

Debido a su hidrofobicidad, los tocoferoles se asocian con membranas 

celulares, depósitos lipídicos y lipoproteínas en la sangre (Mathews et al., 2002). 

Como se mencionó antes, su función principal es como antioxidantes 

biológicos, ya que el anillo aromático reacciona y neutraliza la mayoría de 

formas reactivas de oxígeno y otros radicales libres, protegiendo los ácidos 

grasos insaturados de la oxidación, y previniendo el daño oxidativo de los 

lípidos de membrana, lo cual puede causar fragilidad celular (Lee et al., 2004). 

Los tocoferoles pueden encontrarse en huevos y aceites vegetales, y son 

especialmente abundantes en el germen de trigo (Damodaran et al., 2008) . 

Figura 3. Estructura química general de la vitamina E (Nelson y Cox, 2004). 
r 

Por otro lado, la vitamina C o ácido L-ascórbico, es una estructura en anilJo 

de lactona de 6 carbonos con una fracción 2,3-enediol, la cual es la responsable 

de su actividad antioxidante (Damodaran et al ., 2008). El ácido ascórbico 

primero cambia a ácido semi-dehidroascórbico a través de la donación de un 

átomo de hidrógeno y un electrón, y luego a ácido dehidroascórbico con la 

donación de un segundo átomo de hidrógeno y un electrón (figura 4). Tanto el 

ácido L-ascórbico como el L-dehidroascórbico retienen su actividad de vitamina 

C (Damodaran et al., 2008). 
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Ácido ascórbico Ácido semi-dehidroascórbico Radical semi-dehidroascorbato Ácido dehidroascórbico 

Figura 4. Secuencia de oxidaciones de un electrón del ácido ascórbico (Lee et al., 2004). 

Los mecanismos antioxidantes del ácido L-ascórbico están basados en la 

donación de átomos de hidrógeno, neutralización de oxígeno singlete y 

remoción de oxígeno molecular, así como la regeneración de a-tocoferol de las 

especies radicales de tocoferoxilo (Lee et al., 2004). El ácido ascórbico es un 

excelente donador de electrones, debido a su bajo potencial de reducción, la 

generación del relativamente estable ácido semi-dehidroascórbico, y la fácil 

conversión entre ácido dehidroascórbico a ácido ascórbico (Nelson y Cox, 2004). 

El ácido ascórbico se presenta en la naturaleza casi exclusivamente en su forma 

reducida, ocurre naturalmente en frutas y vegetales, y en menor medida en 

tejidos animales y productos derivados (Damodaran et al., 2008). 

2.2.2. CAROTENOIDES 

Los carotenoides son un grupo de pigmentos naturales, solubles en grasa, 

que proveen coloraciones brillantes a muchas plantas y otros organismos 

fotosintéticos. Pertenecen al grupo de los tetraterpenoides, y su esqueleto 

estructural consiste en unidades de isopreno formadas mediante biosíntesis 

(Damodaran et al., 2008). Existen dos clases primarias de estos compuestos 

(figura 5): 

• Carotenos, que son carotenoides hidrocarbonados como el caso del licopeno 

(carotenoide principal del tomate) y el ~-caroteno (en la zanahoria por 

ejemplo). 

• Xantófilas, que contienen oxígeno en la forma de grupos hidroxilo, metoxilo 

o carboxilo, como ocurre en la luteína (encontrada en hojas verdes de varios 

vegetales) y la zeaxantina (en el maíz por ejemplo). 
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Figura 5. Estructura química general de algunos carotenoides (Lee et al., 2004). 

Los carotenoides son los neutralizadores de oxígeno singlete más eficientes 

en los sistemas biológicos, como referencia, un mol de ~-caroteno puede 

neutralizar de 250 a 1000 moléculas de oxígeno singlete a una tasa de 1,3 x 1010 

M/s (Lee et al., 2004). Por otra parte, los carotenoides contribuyen 

significativamente a la actividad de vitamina A en alimentos de origen vegetal 

y animal, pues alrededor de 50 de los carotenoides conocidos exhiben cierta 
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actividad pro-vitamínica, es decir, son convertidos parcialmente a vitamina A in 

vivo (Damodaran et al., 2008). 

Gracias a estas propiedades, se ha reportado el potencial antioxidante de los 

carotenoides en la prevención de enfermedades relacionadas con los radicales 

libres, como el descenso en la incidencia de cáncer de próstata por el consumo 

de licopeno, la protección de la piel contra la radiación ultravioleta gracias al ~­

caroteno, o la inhibición de la formación de productos oxidados del colesterol 

asociados con enfermedad coronaria de corazón, entre otros beneficios 

(Mathews et al., 2002; Lee et al., 2004; Nelson y Cox, 2004). 

2.2.3. POLIFENOLES 

Ampliamente distribuidos en la naturaleza, actualmente se conocen más de 

8000 polifenoles de fuentes naturales, de los cuales los flavonoides y sus 

derivados son los más comunes (Sies & Stahl, 2004; Waterhouse, 2005; Wrolstad 

et al., 2005; Wilson et al., 2006). 

Con base en Wrolstad et al. (2005), "los polifenoles comprenden un amplio 

rango de compuestos químicos constituidos por anillos aromáticos con uno o 

más sustituyen tes hidroxilo, incluyendo sus derivados funcionales" . En este 

sentido, de acuerdo con Scalbert et al. (2005b); Wrolstad et al . (2005) y 

Damodaran et al. (2008), los polifenoles pueden clasificarse en tres grupos 

principales, los cuales se describen a continuación. 

A) Ácidos fenólicos: dentro de este grupo se incluyen los ácidos 

hidroxibenzoico, hidroxifenilacético e hidroxicinámico (figura 6). Estos ácidos 

son los que se distribuyen mayoritariamente en los tejidos vegetales, siendo los 

más importantes el p-cumárico, cafeico, ferúlico y sinápico. En la naturaleza, 

muchos de estos ácidos raramente se encuentran en forma libre, ya que se 

presentan como éste:res de glucosa o de ácido quínico. 
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Figura 6. Estructura general de los ácidos fenólicos (Wrolstad et al., 2005). 

B) Flavonoides: presentan la estructura común del difenilpropano, el cual 

consiste en dos anillos aromáticos unidos por tres carbonos que usualmente 

forman un anillo heterocíclico oxigenado (figura 7). El estado oxidativo de esta 

cadena de tres carbonos determina las varias clases de flavonoides. Ejemplos 

destacados incluyen quercetina (flavonol abundante en cebolla, té y manzanas), 

catequina (flavanol común en té y frutas), hesperidina (flavanona presente en 

cítricos), cianidina (antocianina de fresas, frambuesas y diversos frutos rojos), 

daidzeína (isoflavona principal de la soya), y proantocianidinas (responsables 

de Ja astringencia o amargor característicos de ciertos frutos como uva o cocoa). 

4' 

8 o 1' 
2 5' 

e 6' 
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Figura 7. Estructura general de los flavonoides (Wrolstad et al., 2005). 

C) Taninos: son compuestos de alto peso molecular que pueden formar 

complejos insolubles con las proteínas, y son responsables del fenómeno 

conocido como astringencia. Típicamente se dividen en tres categorías (figura 

8), a saber, I) taninos condensados (procianidinas o proantocianidinas), que son 

olígomeros o polímeros de dos o más catequinas o epicatequinas; II) taninos 

hidrolizables, que son polímeros de ácido gálico o elágico; y III) florotaninos, 

constituidos por subunidades de floroglucinol. 
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Figura 8. Estructuras generales de los principales taninos (Wrolstad et ni., 2005). 

De esta manera, fuentes notables de estos compuestos incluyen las fresas, las 

frambuesas, las cerezas, las zarzamoras, las moras, los arándanos ("blueberry", 

"cranberry"), las ciruelas, las uvas (vino), la cerveza, el chocolate (cocoa), el 

café, el té, las nueces, las manzanas, y diversas frutas, vegetales y cereales 

(German & Walzem, 2000; Kaur & Kapoor, 2001; Sies & Stahl, 2004; Wrolstad et 

al., 2005; Hassimotto et al., 2007; Damodaran et al., 2008). A manera de 

referencia, fnitas como las manzanas, las peras, las uvas y numerosas bayas, 

contienen entre 200-300 mg de polifenoles por cada 100 g de materia fresca, 

mientras que una copa de vino tinto o una taza de café o té contiene alrededor 

de 100 mg de polifenoles (Scalbert et al., 2005b). Un resumen de Jos principales 

polifenoles y sus fuentes en la naturaleza se presenta en el cuadro 1. 
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Cuadro l. Principales grupos de compuestos polifenólicos y sus fuentes. 

Grupo 

Antocianinas 

Flavonoles 

Flavonas 

Flavanonas 

Isoflavonas 

Catequinas 

Proantocianidinas 

Ácidos 
hidroxibenzoicos 

Ácidos 
hidroxicinámicos 

Lignanos 

Estilbenos 

Compuestos principales 
Cianidina, pelargonidina, 

peonidina, delfinidina, 
malvidina. 

Quercetina, kaempferol, 
miricetina. 

Apigenina, luteolina. 
Hesperetina, naringenina, 

eriodictioL 
Daidzeína, genisteína, 

gliciteína. 
Catequina, epicatequina, 

epigalocatequina,. 
epigalocatequina galato. 

Ácido protocatecuico, 
gálico, p-hidroxibenzoico. 

Ácido caféico, clorogénico, 
cumárico, ferúlico, sinápico. 

Secoisolariciresinol, 
matairesinol. 

Resveratrol. 

Fuentes naturales 
Bayas rojas-azules-moradas, uvas 

rojas y moradas, vino tinto, 
cereza, ruibarbo. 

Repollo rojo, cebolla, cereza, 
tomate, brócoli, arándano azul, 

albaricoque, manzana, uva negra, 
té verde y negro, 

Perejil, apio, tomillo, chile picante. 

Frutos y jugos de cítricos, uvas. 

Soya y productos derivados, 
algunas legumbres. 

Té verde y negro, chocolates, 
uvas, bayas, manzana. 

Cacao, manzana, bayas, uva roja, 
vino tinto. 

Mora, frambuesa, fresa, pasas. 

Arándano azul, kiwi, cereza, 
ciruela, manzana, pera, 

melocotón, alcachofa, café. 
Linaza, lentejas, ajo, espárrago, 

zanahoria, pera. 
Uvas, granada roja 

("pomegranate"), maní. 

Tomado de: Singh et al. (2008). 

2.3. Biodisponibilidad de los antioxidantes 

La biodisponibilidad se define como la cantidad o porcentaje de un nutriente 

ingerido que es absorbido y por tanto, se encuentra disponible para el uso 

metabólico por el organismo (Nelson y Cox, 2004). En el estudio de los efectos 

biológicos de los antioxidantes, resulta indispensable considerar su 

biodisponibilidad, pues la forma que se encuentra en los alimentos no 

necesariamente es la misma que se encuentra en la sangre o tejidos objetivo, una 

vez que estos compuestos han sido digeridos, absorbidos y metabolizados (Liu 
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y Finley, 2005; Serrano et al., 2007; Wolfe y Liu, 2007; Honzel et al., 2008; Noguer 

et al., 2008; Manach et al., 2009). 

Sin embargo, examinar la biodisponibilidad de los antioxidantes de un 

alimento representa un gran desafío, pues numerosos factores pueden influir e 
interactuar entre sí (figura 9). 

AMBIENTE 

~ 
'-*" f....__GEN_ÉT_ICA __ __. 

Figura 9. Relación entre los factores que afectan la biodisponibilidad de los 
antioxidantes en los alimentos (Porrini y Riso, 2008). 

Los principales factores que pueden afectar la biodisponibilidad de los 
antioxidantes se listan a continuación (W ang y Lin, 2000; Lee et al., 2004; Liu y 
Finley, 2005; Bermúdez-Soto et al., 2007; Porrini y Riso, 2008). 

• Relacionados con el antioxidante: incluyendo estructura química, especie o 
forma del compuesto (estereoisometría por ejemplo), vínculo molecular 
(esterificación o glicosilación por ejemplo), concentración en el alimento, 
dosis de ingesta (cantidad y frecuencia), interacción con otros compuestos 
(por ejemplo antioxidantes con mecanismos similares de absorción). 
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• Relacionados con el alimento y su preparación: incluyendo la naturaleza de 

la matriz alimentaria (figura 10), procesamiento del alimento, presencia de 

efectores positivos de la absorción (por ejemplo proteína, lecitina y grasa), 

presencia de efectores negativos de la absorción (como la fibra y agentes 

quelantes), duración y condiciones del almacenamiento. 

• Relacionados con el hospedero: que pueden subdividirse en factores 

intestinales (como secreción de HCl, actividad enzimática, tiempo de tránsito 

intestinal, microflora) y factores sistémicos (género, edad, estatus hormonal, 

genética, estado nutricional, condiciones fisiológicas, desórdenes y 

patologías). 

Lib1-.~ Ligado 

Enlazado quimicamente Att-apado físi~amente 

•• • 

A macrn1noléculas A la 1na táz del 

icovalente) alimento (iónico) 

1 . . . ··.,: 1 

• • IÍ 

En la inatriz Denh"o de 

del ali1nento células intactas 

Figura 10. Posibles estados de los antioxidantes dentro de la microestructura de los 
alimentos (Modificado de Gokmen et al., 2009). 

Además, para ejercer su actividad biológica, la absorción y el metabolismo de 

los antioxidantes debe ser tomada en cuenta, ya que solo podrán ser disponibles 

aquellos compuestos liberados por la matriz alimentaria por acción de enzimas 

digestivas y la fermentación bacteriana en el colon (Serrano et al., 2007; Cilla et 

al., 2009). 

Por otra parte, la interacción con otros componentes dentro del alimento 

frecuentemente va a afectar de manera compleja la biodisponibilidad de los 
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antioxidantes, ya que pueden darse múltiples tipos de efectos, como adición, 

sinergismo, mejoramiento, inhibición, enmascaramiento, neutralización o 

incluso oposición, causando un antagonismo competitivo en algún receptor, o 

bien "secuestrando" algún compuesto antioxidante (Jeffery, 2005). 

Como referencia, se han identificado entre los compuestos no biodisponibles, 

polifenoles de alto peso molecular asociados a fibra dietaria o compuestos 

indigeribles de los alimentos (Noguer et al., 2008). A manera de ejemplo, en un 

ensayo de laboratorio, al mezclar aceite de oliva con puré de tomate, el 

contenido de ácido ascórbico disminuyó después de unas horas de 

almacenamiento, debido a la capacidad de estos componentes de reducir las 

formas radicales del a-tocoferol contenidas en la matriz lipídica (Nicoli et al., 

1999). De esta manera, con el estudio de componentes individuales usualmente 

no se obtienen los mismos resultados que con el estudio del alimento completo 

(Serrano et al., 2007). 

De manera complementaria, se ha observado que la absorción de licopeno de 

tomates frescos y de ~-caroteno de zanahorias crudas, es significativamente 

menor que la observada a partir de jugo de tomate o zanahorias cocidas, pues el 

procesamiento térmico rompe los complejos carotenoide-proteína (Lee et al., 

2004). Asimismo, el ácido ascórbico, que en los alimentos se encuentra en un 80-

90% en su forma reducida, se ha sugerido que se absorbe mejor en el intestino 

humano que en su forma oxidada, el ácido dehidroascórbico (Kim y Lee, 2004), 

que también posee función vitamínica. 

EL PROCESO DE DIGESTIÓN Y EL ESTUDIO DE BIOMARCADORES 

Con base en Scalbert et al. (2002) y Tarko et al. (2009), la digestión de los 

polifenoles en el organismo puede conllevar transformaciones en dichos 

compuestos en tres niveles principales (figura 11): 

A) Los productos absorbidos por el metabolismo intestinal son transportados 

en la sangre hasta el hígado, donde son modificados enzimáticamente. 

B) Algunos polifenoles y sus derivados son transportados desde el hígado a 

diferentes tejidos y a los riñones, donde ocurre una transformación 

subsecuente o son excretados en la bilis. 
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C) Metabolitos polifenólicos que no son digeridos y absorbidos en el intestino 

delgado son metabolizados activamente por la microflora del intestino 

grueso. 

Polifenoles dietarios 

Intestino 
delgado 

Colon 

Heces 

I · Tejidos 

Metabolitos _J 
tisulares 

~,..-1 -, 
JI> Hígado . • 

~ 1 lliñón 

Metabolitos 
microbianos Orina 

Figura 11. Posibles rutas de los polifenoles de la dieta y sus metabolitos en humanos 
(Modificado de Scalbert et al ., 2002). 

En este sentido, los compuestos con actividad antioxidante son excretados o 

pueden ser metabolizados pero nunca alcanzan los tejidos objetivo, o incluso 

los compuestos activos pueden ser metabolitos derivados del antioxidante 

original encontrado en el alimento (Bermúdez-Soto et al., 2007; Manach et al., 

2009). 

A manera de ejemplo se tienen los elagitaninos y el ácido elágico, 

compuestos fenólicos que han recibido mucha atención por su alta actividad 

antioxidante in vitro (Wang y Lin, 2000) . Estos compuestos no son absorbidos 

como tales, sino que son metabolizados por la flora intestinal produciendo 

urolitinas, las cuales son detectadas en concentraciones importantes en el 

plasma, la orina y las heces, lo cual explica la razón de que en numerosos 



20 

estudios no se encuentren trazas de elagitaninos después del consumo de 

productos ricos en dichos compuestos (Cerdá et al., 2005; Espín et al., 2007). 

La recuperación de compuestos antioxidantes particulares en orina y otros 

fluidos biológicos después de la ingestión, permite estudiar y comparar la 

biodisponibilidad de diferentes moléculas presentes en la dieta (Scalbert et al., 

2002; Ito et al., 2005; Manach et al., 2009). En la figura 12 se resumen los 

resultados obtenidos en varios estudios en humanos, en los cuales se evidencia 

que la cantidad de polifenoles intactos en la orina varía considerablemente de 

un tipo de compuesto a otro después de la ingestión. 

Ácido cafeíco 

Genisteína 

E pica te quina 

Hesperitina 

Epigalocatequina 

Daidzeína 

o 

Ácido gálico 

Naringenina -

Quercelina • 

Acido clorogénico 1 

Proantocianidina 

Epigalocateq-uina galato 

Teaflavina 

Recuperación en la orina (~'Ó) 

5 10 

Figura 12. Porcentajes de recuperación de varios polifenoles dietarios en orina después 
del consumo de alimentos en humanos (Scalbert et al., 2002). 

Así mismo, Manach et al., (2005), presentan una extensa revisión de 97 

estudios realizados en humanos sobre la biodisponibilidad de los polifenoles. 

La mayoría de las investigaciones cubiertas en dicho trabajo, involucraron el 

suministro a voluntarios sanos de una dosis de polifenoles (compuestos puros, 

extractos de plantas o alimentos completos), con el consiguiente monitoreo de 

los niveles de polifenoles en plasma y orina. Las concentraciones en plasma de 

metabolitos totales oscilaron entre O y 4 mol/J, con una dosis suministrada de 50 
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mg de equivalentes de aglicona. La excreción relativa en orina osciló entre 0,J% 

y 43% de la dosis ingerida, en dependencia del polifenol. El ácido gálico y las 

isoflavonas fueron los polifenoles mejor absorbidos, seguidos por ·fas 

catequinas, flavanonas y glucósidos de quercetina. Los polifenoles con menor 

absorción fueron las pro-antocianidinas, las catequinas galoiladas del té y las 

antocianinas. 

También resulta importante considerar el uso potencial del perfil 

antioxidante del plasma, como marcador del estrés oxidativo tanto en pacientes 

sanos como enfermos. A modo de referencia, Polidori y colaboradores (2001) 

realizaron un estudio con voluntarios sanos en Alemania, en el que se evaluó 

los perfiles en plasma de varios antioxidantes, incluyendo a - y y-tocoferol, a- y 

[3-caroteno, Ji copen o, ~-criptoxantina, lu teína, zeaxantina, retino] y ácido 

ascórbico. Al comparar sus resultados con los obtenidos por otros dos estudios 

similares realizados en Estados Unidos e Italia, se evidenció que los perfiles de 

antioxidantes en plasma en individuos sanos fueron bastante consistentes entre 

estudios, con algunas variaciones en los niveles de y -tocoferol y licopeno, 

posiblemente debido a diferencias geográficas y dietarías. 

Como se comentó en la sección inicial de este marco teórico, la eficacia de los 

sistemas de defensa antioxidante del ser humano tiende a disminuir debido a 

diversos factores como enfermedades, envejecimiento, contaminación 

ambiental o estilos de vida poco saludables. Esta aseveración también puede 

reflejarse con la evaluación del perfil antioxidante en plasma. 

Retornando al estudio anterior, se encontró que la concentración de 

antioxidantes en plasma de pacientes con diabetes tipo 2, fue significativamente 

menor en comparación a los individuos sanos, independientemente de la masa 

corporal y e l consumo dietario, evidenciándose un agotamiento paralelo de 

todos los antioxidantes lipofílicos evaluados en los individuos con dicho 

padecimiento (Polidori et al., 2001). 

En correspondencia con el caso anterior, a partir de diversos estudios clínicos 

en humanos, se evidencia que diferentes estados de salud se podrían asociar 

con perfiles específicos de antioxidantes en plasma: 

• En pacientes con fibrosis quística, se ha evidenciado un marcado 

decrecimiento de Jos niveles de ~-caroteno (Benabdeslam et al., 1999). 
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• Al comparar individuos control con pacientes con enfermedad coronaria de 

corazón, se han detectado niveles significativamente menores de a- y y­

tocoferol en las personas enfermas (Kontush et al.,)999). 

• En pacientes con cáncer de pulmón, se encontraron diferencias significativas 

al comparar con individuos control, evidenciándose niveles menores de 

criptoxantina, luteína, zeaxantina y ~-caroteno en los pacientes enfermos, 

mientras que se detectaron niveles similares de a-caroteno, ácido ascórbico, 

licopeno y a-tocoferol entre ambos grupos (Comstock et al., 1997). 

• Respecto al fumado, se encontró que las concentraciones en plasma de a- y 

~-caroteno, criptoxantina y ácido ascórbico fueron significativamente 

menores en fumadores en comparación con personas que nunca habían 

fumado (Ross et al., 1995). 

De esta manera, esta herramienta podría ser un medio para valorar el 

"estatus antioxidante" de un población, dado que una evidencia indirecta de la 

absorción de los antioxidantes después del consumo de productos ricos en 

éstos, es precisamente un aumento en la capacidad antioxidante del plasma 

sanguíneo (Polidori et al., 2001; Scalbert et al., 2002; Ito et al., 2005). 

2.4. Determinación de la capacidad antioxidante 

Como se ha destacado en las secciones anteriores, los antioxidantes presentes 

en la dieta son imprescindibles para contrarrestar los efectos deletéreos de los 

radicales libres en la salud humana. Por esta razón, se han desarrollado 

diversos métodos para evaluar la capacidad antioxidante de los alimentos, 

incluyendo suplementos vitamínicos, extractos de productos naturales de 

plan tas, animales, hongos y bacterias, e incluso plasma sanguíneo y otros 

fluidos biológicos (Huang et al., 2005; Prior et al., 2005; Wolfe y Liu; 2007; 

Honzel et al., 2008) . 
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2.4.1. MÉTODOS QUÍMICOS 

Con base en Huang et al. (2005) y Prior et al. (2005), en términos generales, los 

principales métodos químicos para evaluar capacidad antioxidante pueden 

agruparse en dos categorías: 

• Métodos basados en la transferencia de átomos de hidrógeno (HA T), en los 

que se evalúa la capacidad de un antioxidante de neutralizar los radicales 

libres por la donación de hidrógeno. Ejemplos de este tipo de método son 

ORAC ("Oxygen Radical Absorbance Capacity") y TRAP ("Total Radical 

Trapping Antioxidant Parameter") . 

• Métodos basados en la transferencia de un electrón sencillo (ET), en cuyo 

caso se detecta la capacidad de un antioxidante de transferir un electrón y 

reducir cualquier compuesto, incluyendo metales, carbonilos y radicales 

libres. Dentro de esta categoría se ubican métodos como TEAC ("Trolox 

Equivalent Antioxídant Capacity"), FRAP ("Ferric-ion Reducing Antioxidant 

Parameter"), DPPH (diphenyl-1-picrylhydrazyl) y la determinación de 

polifenoles totales con el reactivo Folin-Ciocalteu . 

El método ORAC es quizá el más reconocido y utilizado a nivel mundial. Por 

otra parte, el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos libera con 

cierta regularidad una base de datos de alimentos seleccionados, basada en los 

valores antioxidantes obtenidos con ésta metodología (USDA, 2010). 

El ensayo ORAC evalúa la capacidad de los antioxidantes de inhibir la 

oxidación inducida por radicales peroxilo, lo que refleja la actividad 

antioxidante típica de interrupción de Ja cadena de reacciones de oxidación, por 

medio de la donación de un átomo de hidrógeno (Prior et al., 2005). De manera 

resumida, en este método el radical peroxilo reacciona con un reactivo 

fluorescente, para formar un producto no fluorescente, el cual puede ser 

cuantificado fácilmente por fluorescencia. Dicha reacción se sigue a través de la 

pérdida de fluorescencia con el tiempo, por lo que el efecto protector del 

antioxidante puede ser calculado a partir del área neta bajo la curva de 

degradación de la fluorescencia (figura 13). 
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Figura 13. Ejemplo de la actividad antioxidante de una muestra evaluada por ORAC, 
expresada como el área neta bajo la curva (Prior et al., 2005). 

El DPPH es uno de los pocos radicales nitrogenados estables que existen, 

presenta un color morado profundo, y es la base del método de evaluación de la 

capacidad antioxidante que lleva ese nombre (Prior et al., 2005). En términos 

generales, este método se basa en la medición de la capacidad reductora de los 

antioxidantes hacia el DPPH, la cual se refleja en la pérdida de color del radical, 

y puede ser evaluada con la medición del descenso en la absorbancia a 515 nm 

(Huang et al., 2005). De esta manera, se calcula el porcentaje de DPPH restante 

después del tratamiento con la muestra de interés, y dicho porcentaje será 

proporcional a la concentración del antioxidante en la muestra (figura 14). 
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Figura 14. Ejemplo de cinéticas de decoloración del DPPH en presencia de diferentes 
concentraciones de un antioxidante (Huang et al., 2005). 
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2.4.2. MODELOS CELULARES 

Los ensayos de actividad antioxidante total basados en reacciones químicas, 

no necesariamente reflejan las condiciones fisiológicas celulares, y no 

consideran la biodisponibilidad ni el metabolismo de los antioxidantes (Serrano 

et al., 2007; Wolfe y Liu, 2007; Honzel et al., 2008). En adición, los mecanismos de 

acción de los antioxidantes en la prevención de enfermedades, va más allá de su 

capacidad como simples neutralizadores de radicales libres (Liu y Finley, 2005). 

En este sentido, al comparar la capacidad antioxidante de productos 

naturales por medio de ensayos químicos y modelos celulares, pueden 

presentarse diversas situaciones (figura 15): 

A)el producto presenta un alto valor antioxidante estimado por el método 

químico, pero no tiene la capacidad de proteger a las células del daño 

oxidativo, por lo que el valor antioxidante por el modelo celular es bajo. 

B) el producto muestra una alta protección de las células frente al daño 

oxidativo, por lo que el valor antioxidante es mucho más alto con el modelo 

celular del que se podría extrapolar del análisis químico. 

C) el producto presenta un valor antioxidante alto con ambos metodologías. 
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no disponibles 
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Figura 15. Posibles situaciones al comparar la capacidad antioxidante de un producto 
por métodos químicos y celulares (Honzel et al., 2008). 
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Por tanto, se requieren métodos biológicos alternativos que permitan medir 

los niveles antioxidantes tanto en productos naturales como en muestras de 

sangre, antes y después del consumo de productos de interés. Esto implica 

sistemas celulares complejos o ensayos clínicos en pacientes enfocados en la 

capacidad antioxidante del suero, la peroxidación lipídica y otras mediciones 

fisiológicas asociadas (Honzel et al., 2008). 

Los estudios clínicos en humanos pueden resultar costosos y demandan 

mucho tiempo, mientras que los modelos celulares permiten un estudio rápido 

y bajo en costos (Liu y Finley, 2005). En dicho sentido, se espera que los 

modelos celulares in vitro representen más cercanamente la complejidad de los 

sistemas biológicos in vivo (Wolfe y Liu, 2007; Barreira et al., 2008b; Chirinos et 

al., 2008; Honzel et al., 2008; Souza et al., 2008). 

Un ejemplo de este tipo de ensayo es el método desarrollado por Wolfe y Liu 

(2007), llamado "Cellullar Antioxidant Activity" (CAA por sus siglas en inglés), el 

cual emplea células HepG2, las cuales provienen de un hepatocarcinoma 

humano bien definido (figura 16). 
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Figura 16. Principio general del método CAA para evaluar actividad antioxidante 
celular (modificado de Wolfe y Liu, 2007). 
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En este método, las células son pretratadas con compuestos antioxidantes o 

extractos de alimentos (AOx) y DCFH-DA, un precursor de un tinte 

fluorescente. Los antioxidantes se asocian a la membrana celular o son 

internalizados a través de ésta hacia el interior de la célula. Por su parte, el 

DCFH-DA también se difunde al interior de la célula, donde esterasas celulares 

cortan el grupo diacetato generando el compuesto DCFH. Luego las células son 

tratadas con ABAP, el cual también se difunde a través de la membrana y se 

descompone espontáneamente para generar radicales peroxilo. Estos radicales 

oxidan el DCFH intracelular a su forma fluorescente DCF. En este punto, los 

antioxidantes previenen la oxidación del DCFH y de esta manera se reduce la 

formación del compuesto fluorescente (Wolfe y Liu, 2007). 

Además de células cancerígenas, también se han empleado otros tipos 

celulares para la evaluación de actividad antioxidante. En dicho sentido, el uso 

de eritrocitos (glóbulos rojos) para evaluar la capacidad de protección de una 

sustancia frente al estrés oxidativo es biológicamente relevante, ya que estas 

células cumplen un papel crítico en la protección antioxidante en la sangre 

(Simon et al., 1998; Buehler y Alayash, 2005; Lexis et al., 2006; Yang et al., 2006; 

Kunwar et al., 2007; Babu et al., 2008; Honzel et al ., 2008) . 

Se ha reportado que en individuos con enfermedades cardiovasculares, los 

mecanismos de defensa antioxidante de los eritrocitos se encuentran 

deteriorados (Simon et al., 1998). Además, aunque la deficiencia de vitamina E 

en humanos es poco frecuente, el principal efecto que se ha reportado es un 

aumento en la fragilidad de los eritrocitos (Nelson y Cox, 2004). El daño 

oxidativo a estas células también se ha seí'i.alado como la causa principal para el 

desarrollo de diversas hemoglobinopatías, como la anemia (Yang et al., 2006; 

Babu et al., 2008), así como en el envejecimiento celular natural (Magalhaes et al., 

2009). 

En términos de una metodología basada en glóbulos roJOS para evaluar la 

capacidad antioxidante de sustancias destacadas, los eritrocitos presentan una 

serie de ventajas que respaldan su utilización: 

• Son células vivas, productoras de energía y constituyen el tipo de célula más 

abundante en la circulación de la sangre (Buehler y Alayash, 2005; Honzel et 

al., 2008). 
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• La habilidad de neutralizar especies reactivas de oxígeno y nitrógeno en el 

plasma, representa una protección directa de nuestro organismo a nivel 

antioxidante y antiinflamatorio (Konukoglu et al., 1998; Lexis et al., 2006). 

• Al no poseer mitocondrias, el ensayo no es afectado por la producción 

interna de especies reactivas de oxígeno por parte de estas organelas 

(Buehler y Alayash, 2005; Magalhaes et al., 2009). 

• La mayoría de las enzimas que intervienen en reacciones de óxido-reducción 

(Redox) y que están presentes en las células sanguíneas (principales 

responsables de los mecanismos de defensa antioxidante) son las mismas que 

se encuentran en células polimorfonucleares (Buehler y Alayash, 2005). 

• Su membrana es rica en ácidos grasos poliinsaturados, los cuales son muy 

susceptibles a la peroxidación mediada por radicales libres, y es 

representativa de la membrana plasmática en general (Kunwar et al., 2007; 

Babu et al., 2008; Magalhaes et al., 2009). 

• Son células fáciles de recolectar, manejar y preservar bajo refrigeración y sin 

necesidad de antibióticos o preservantes químicos, evitándose así las 

laboriosas etapas de cultivo celular (Honzel et al., 2008). 

Los eritrocitos ya han sido utilizados para la evaluación indirecta de la 

capacidad antioxidante, por medio de la determinación del nivel de inhibición 

de la hemólisis causada por radicales libres peroxilo (Bureau et al., 2005; 

Kunwar et al., 2007; Tang y Liu, 2007; Barreira et al., 2008a; Barreira et al., 2008b; 

Takebayashi et al., 2008). 

Las membranas de los eritrocitos son ricas en ácidos grasos poliinsaturados y 

proteínas, ambos tipos de compuestos son susceptibles a la oxidación mediada 

por radicales libres, lo que conduce a daño en la membrana y la consecuente 

liberación de hemoglobina (Celedon et al., 2001a; Celedon et al., 2001b; Lahet et 

al., 2008). Por consiguiente, la hemólisis ha sido evaluada tradicionalmente por 

medio de lecturas espectrofotométricas a 540 nm de la hemoglobina liberada, 

después de la centrifugación para remover células Iisadas y fragmentos 

insolubles. Cuando están presentes compuestos antioxidantes, éstos neutralizan 

los radicales peroxilo, convirtiéndolos en especies no reactivas y de esta 
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manera, inhiben la hemólisis y consecuente liberación de hemoglobina (Kunwar 

et al., 2007). 

Una mejora reciente de los ensayos de inhibición de la hemólisis empleando 

eritrocitos es el método llamado "Cell-based Antioxidant Protection in 

erythrocytes" o CAP-e por sus siglas en inglés (figura 17). 

En este ensayo, los eritrocitos son incubados con un precursor de un tinte 

fluorescente, y luego son expuestos a radicales peroxilo. El precursor del tinte 

penetra las células y se torna fluorescente cuando es sometido a daño oxidativo. 

En consecuencia, la intensidad de la fluorescencia refleja el grado del daño 

oxidativo. Este método no requiere centrifugación antes de realizar las lecturas 

de fluorescencia y puede ser semiautomatizado para la determinación de la 

actividad antioxidante celular. Sin embargo, este ensayo es en gran medida 

cualitativo, aunque se han realizado algunas comparaciones semicuantitativas 

con estándares de antioxidantes (Honzel et al., 2008). Además, la valoración de 

la capacidad antioxidante está basada esencialmente en la habilidad de oxidar 

el precursor del tinte, mientras que los eritrocitos solo hospedan la reacción. 

Producto 
de estudio 

, Glóbulos 1~1 
rojos ~ 

Tinción 

Estímulo 
oxidativo 

Figura 17. Principio general del método CAP-e para evaluar protección antioxidante 
celular (modificado de Honzel et al., 2008). 

2.5. El procesamiento térmico y la actividad antioxidante 

Considerando los numerosos beneficios para la salud con el consumo de 

antioxidantes naturales, la calidad nutricional de los alimentos procesados es de 

gran interés para la industria alimentaria. En este sentido, el procesamiento 
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térmico es una de las tecnologías más utilizadas para garantizar la seguridad 

microbiológica de los productos (Christen y Smith, 2000; Damodaran et al., 

2008). Particularmente, las frutas son productos altamente perecederos que son 

tratados térmicamente para ayudar a su preservación, además de ser 

ampliamente procesados en jugos, batidos o concentrados, además de ser 

comercializados deshidratados o enlatados, sea enteros o en trozos (Rawson et 

al., 2011). 

El procesamiento térmico puede ser alcanzado con una variedad de técnicas: 

a) empleando agua caliente o vapor, como en la cocción, escaldado, 

pasteurización, esterilización, evaporación o extrusión; b) con aire caliente, por 

ejemplo en el horneado, asado o secado; c) por medio de aceite caliente, en el 

caso de la fritura; y d) aplicando energía irradiada, que incluye microondas, 

radiación infrarroja o radiación ionizante (Ramaswamy y Marcotte, 2006). 

2.5.1. PASTEURIZACIÓN 

La pasteurización es un tratamiento térmico moderado, en el que los 

alimentos son calentados a temperaturas menores a 100 ºC (Christen y Smith, 

2000; Damodaran et al., 2008). En alimentos de baja acidez (pH > 4,5 como la 

leche), este proceso se aplica para destruir especies microbianas vegetativas 

seleccionadas (principalmente patógenos) y extender la vida útil del producto; 

mientras que en alimentos ácidos (pH < 4,5 por ejemplo frutas), la 

pasteurización se utiliza para extender la vida útil del producto por destrucción 

de microorganismos de deterioro (mohos y levaduras) y/o por inactivación de 

enzimas (Fellows, 2000). 

Debido a que este proceso no elimina todas las bacterias vegetativas, sobre 

todo las formadoras de esporas, los alimentos pasteurizados deben ser 

contenidos y almacenados bajo condiciones de refrigeración, con o sin aditivos 

químicos o en empaques con atmósfera modificada, de manera que se minimice 

el crecimiento microbiano (Ramaswamy y Marcotte, 2006). 

La severidad del tratamiento térmico y la duración del almacenamiento, 

dependen de la naturaleza del producto, las condiciones de pH, la resistencia 

térmica de los microorganismos o enzimas objetivo, Ja sensibilidad del 
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producto, y la forma de aplicación del calor (Fellows, 2000). Algunas de estas 

condiciones son resumidas en el cuadro 2. 

La mayoría de las operaciones industriales de pasteurización que involucran 

líquidos (leche, productos lácteos, cerveza, jugos de fruta, huevo líquido, entre 

otros), son llevadas a cabo en intercambiadores de calor continuos, en los cuales 

la temperatura del producto es elevada rápidamente al nivel de pasteurización 

en un primer intercambiador de calor, luego se mantiene por el período de 

tiempo requerido en tubos contenedores, y finalmente es enfriado rápidamente 

en un segundo intercambiador de calor. En el caso de fluidos viscosos, 

usualmente se emplea un intercambiador de calor de barrido de superficie 

(SSHE por sus siglas en inglés), para promover la rápida transferencia de calor 

y también prevenir problemas por acumulación de producto (Ramaswamy y 

Marcotte, 2006). 

Cuadro 2. Propósito de la pasteurización en algunos alimentos. 

Alimento Objetivo principal Objetivo secundario 
Condiciones 

mínimas de proceso 

Inactivación de enzimas 
Destrucción de 

65 ºC x 30 min. 
Jugo de 

(pectinesterasa y 
microorganismos de 

77 ºCx1 min. 
fruta 

poligalacturonasa). 
deterioro (levaduras 

88 ºCX15 s. 
y hongos) . 

Destrucción de 
microorganismos de 
deterioro (levaduras 

Cerveza nativas, especies de --- 65-68 ºC x 20 min. 
Lactobacillus y levaduras 
residuales como especies 

de Saccharomyces). 

Destrucción de patógenos Destrucción de 

Leche 
(Brucella abortis, microorganismos y 63 ºC x 30 min. 

Mycobacterium tuberculosis, enzimas de 71,5 ºC X 15 s. 
Coxiella burnettii). deterioro. 

Huevo Destruc~ión de patógenos 
Destrucción de 

64,4 ºC x 2,5 min. 
microorganismos de 

(líquido) (Salmonella seftenburg). 
deterioro. 

60 ºC x 3,5 min. 

Destrucción de 65 ºC x 30 min. 
Helados Destrucción de patógenos. microorganismos de 71 ºCx10 min. 

deterioro. 80 ºC X 15 s. 

Modificado de: Ramaswamy y Marcotte (2006) . 
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2.5.2. EFECTO DEL TRATAMIENTO TÉRMICO SOBRE LOS 
COMPUESTOS BIOACTIVOS DE LOS ALIMENTOS 

Las operaciones de procesamiento de los alimentos, particularmente el 

tratamiento térmico, se consideran responsables de la degradación de las 

propiedades nutricionales naturales de los alimentos (Nicoli et al., 1999; 

Christen y Smith, 2000; Damodaran et al., 2008). El cuadro 3 resume los efectos 

del tratamiento térmico reportados en distintas investigaciones con frutas, en el 

cual se puede apreciar una reducción de los niveles de compuestos bioactivos 

en la mayoría de los casos. 

Uno de los cambios más importantes que puede producirse con el 

tratamiento térmico es el movimiento de agua y sólidos en el alimento (Christen 

y Smith, 2000). De esta manera, en especial en productos acuosos, corno 

resultado de un tratamiento con calor puede ocurrir dilución, deshidratación o 

pérdida de sólidos totales, lo cual puede relacionarse directamente con la 

disminución de nutrientes (Damodaran et al., 2008). 

A nivel molecular, pueden ocurrir diversas reacciones durante el tratamiento 

térmico de los alimentos: desnaturalización de proteínas, oxidación lipídica, 

transformación de compuestos menores (como las vitaminas), y reacciones que 

involucran aminoácidos libres o asociados a proteínas, como es la reacción de 

Maillard (Arnoldi, 2002). 

Las vitaminas constituyen uno de los componentes de los alimentos más 

sensibles al deterioro por la esterilización con calor (Fellows, 2000; Amoldi, 

2002; Ramaswamy y Marcotte, 2006). Los mecanismos de degradación de 

vitamina e en los alimentos pueden seguir una vía aeróbica (reacciones 

dependientes de oxígeno), o una vía anaeróbica (Fellows, 2000). Estas dos vías 

presentan productos intermedios de degradación difíciles de distinguir por 

análisis químicos, pero ambas conducen a la formación de ácido 

dehidroascórbico, el cual pór degradación posterior (reacción irreversible) 

forma el ácido 2,3-diketogulónico, carente de actividad de vitamina C (Rawson 

et al., 2011). 

La estabilidad de las vitaminas varía según distintas condiciones (matriz y 

tipo de operación de procesamiento), siendo la vitamina e y la tiamina las más 

susceptibles a la degradación por acción del calor (Damodaran et al., 2008). Por 



33 

su parte, las vitaminas liposolubles son las más estables, aunque pueden ser 

degradadas mediante oxidación, en especial cuando son calentadas; por tanto, 

las pérdidas de vitaminas y, por ende, del valor nutritivo y posible actividad 

antioxidante, pueden ser considerablemente mayores durante un tratamiento 

térmico prolongado (Christen y Smith, 2000). 

Los carotenoides son compuestos bioactivos sensibles al oxígeno, calor y luz, 

y su estabilidad puede ser influenciada por el proceso de pasteurización 

(Damodaran et al., 2008). Adicionalmente, la exposición al tratamiento térmico 

puede inducir isomerización de los carotenoides, lo cual adquiere relevancia, 

por el hecho de que se ha reportado que las configuraciones cis presentan 

mayor capacidad antioxidante que las formas originales de dichos compuestos 

(Rawson et al., 2011). 

A manera de ejemplo, en un estudio sobre el efecto del calentamiento sobre 

los carotenoides del jugo de marañón (Zepka y Mercadante, 2009), se registró 
un descenso en los niveles de los carotenoides trans, acompañado de un 

incremento de los isómeros cis y de productos de oxidación, conforme 
aumentaba la temperatura y el tiempo de tratamiento. Además, se detectó la 

formación de compuestos no coloreados, dado que el incremento de isómeros 
cis y de productos de oxidación no compensó las pérdidas del contenido total 

de carotenoides. El calentamiento también condujo a pérdidas significativas de 

luteína y violaxantina (Zepka y Mercadante, 2009). 

Además de la pérdida de color, los compuestos originados por la oxidación 
de los carotenoides pueden presentar efectos perjudiciales in vivo, a través de la 

generaci6n de estrés oxidativo, inducción de citotoxicidad e inhibición de los 
mecanismos de comunicación intercelular (Rawson et al., 2011). 

Por su parte, las antocianinas constituyen uno de los pigmentos más lábiles 
en la industria alimentaria (Wrolstad et al., 2005; Damodaran et al., 2008). La 
temperatura y el pH constituyen dos faetores que afectan enormemente la 

estabilidad de las antocianinas, presentándose la mayor inestabilidad a pH bajo 
y temperaturas elevadas (Wrolstad et al., 2005). Con relación a su estructura, se 

ha observado que antocianinas altamente hidroxiladas presentan la mayor 

susceptibilidad a estos dos factores, mientras que aquellas con mayor 
metilación presentan mayor éstabilidad (Damodaran et al., 2008). 
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Cuadro 3. Efecto del procesamiento térmico en el contenido de compuestos bioactivos 
de algunas frutas exóticas. 

Fruta Presentación Condiciones Parámetros afectados 

A<;:aí Puré 
Tratamiento a 80 ºC x 1, 5, -J,. Antocianinas 
10, 30 o 60 min. ~ Otros polifenoles 

Escaldado a 70, 85 o 100 ºC 
-J,. Carotenoides 

Cubos X 2, 4, 6, 8, 10 O 12 min. 
-J,. Antocianinas 

Piña Secado a 65 ºC x 5-6 h. 

Jugo 
Tratamiento a 55-85 ºC x 80 1' Hidroximetilfurfural 
min. -J,. Carotenoides 

Escaldado a 70, 85 o 100 ºC 
-J,. Carotenoides 

Cubos X 2, 4, 6, 8, 10 O 12 min. 
-J,. Antocianinas 

Papaya Secado a 65 ºC x 5-6 h. 

Fruto Enlatado a 95 ºC x 45 min. 
-J,. Ácido ascórbico 
-J,. Caroteno 

Trozos Secado a 30, 40 o 50 ºC. -J,. Ácido ascórbico 

Guayaba 
Puré 

Secado a 43.79, 50, 65, 80 o -J,. Licopeno 
86.21 ºC X 4-6 h. -J,. Capacidad antioxidante 

Fruto 
Tratamiento con agua a 46.1 ~ Ácido gálico 
ºCx 75min. ~ Capacidad antioxidante 

Fruto 
Inmersión en agua a 46 o 50 ~ Carotenoides totales 
ºC x 30 o 75 min. ~ Ácido ascórbico 

Mango Fruto 
Escaldado a 80 ºC x 5 min. -J,. Ácido ascórbico 
Enlatado a 95 ºC x 35 min. -J,. Caroteno 

Puré 
Tratamiento a 85 o 93 ºC x -J,. Vitamina A 
16min. -J,. Polifenol oxidasa 

Trozos 
Secado con aire caliente a 60 

-J,. Carotenoides totales 
ºC X 20h. 

Mora 
Extracto del 

Almacenado a 70 ºC x 10 h. 
-J,. Antocianinas totales 

fruto -J,. Ácido ascórbico 

Tomate 
Néctar 

Pasteurizado a 80, 90 o 95 -J,. Ácido ascórbico 

de árbol ºCx lOmin. ~ Carotenoides totales 

Acerola Jugo/pulpa Pasteurizado industrial. 
. -J,. Quercetina 

-J,. Kaempferol 

Jugo Tratado a 90 ºC x 1, 2 o 4 h. 
-J,. Xantófilas 
1' Isómeros cis carotenoides 

Marañón -J,. Quercetina 

Jugo/pulpa Pasteurizado industrial. -J,. Kaempferol 
-J,. Miricetina 

-J,. Quercetina 

Pitanga Jugo/pulpa Pasteurizado industrial. -J,. Kaempferol 
-J,. Miricetina 

Simbología: '1-=decrecimiento, i'=aumento, H=sin cambios. Modificado de: Rawson et al. (2011). 
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En resumen, los principales efectos sobre las propiedades antioxidantes 

intrínsecas de los alimentos debido al tratamiento térmico, se pueden agrupar 

en tres clases principales (cuadro 4), dichos efectos se detallan seguidamente. 

Cuadro 4. Cambios en la actividad antioxidante global de los alimentos debido al 
tratamiento térmico en operaciones de procesamiento y preservación. 

Efecto Posibles fenómenos asociados 

Sin cambios 

Aumento 

Disminución 

- La concentración de los antioxidantes naturales del alimento se 
mantiene inalterada. 

- La pérdida de antioxidantes naturales es 
formación simultánea de compuestos 
antioxidantes nuevas o mejoradas. 

balanceada por la 
con propiedades 

- Mejoramiento de las propiedades antioxidantes de los 
compuestos naturales del alimento. 

- Formación de compuestos nuevos con actividad antioxidante. 
- Pérdida de los antioxidantes naturales del alimento. 
- Formación de compuestos nuevos con actividad pro-oxidante. 

Fuente: Nicoli et al. (1999). 

• Ausencia de efecto: como el caso de Jos carotenoides licopeno y ~-caroteno, 

que se ha encontrado son muy estables a tratamientos térmicos intensos y 

prolongados (Lee et al., 2004). 

• Pérdida de antioxidantes naturales: algunas vitaminas hidrosolubles como 

el ácido ascórbico son susceptibles a pérdidas considerables por el 

tratamiento térmico (Damodaran et al., 2008). Las antocianinas también son 

particularmente sensibles a la degradación por tratamientos térmicos 

(Dhuique-Mayer et al., 2007; Cisse et al., 2009). Además, puede darse pérdida 

de polifenoles en alimentos tratados con calor, por su consumo como 

reactantes en la reacción de Maillard (Nicoli et al., 1999). 

• Mejoramiento de las propiedades antioxidantes: algunos polifenoles 

exhiben mayores propiedades de "captación" de radicales libres en estados 

intermedios de oxidación, como el caso de la catequina (Nicoli et al., 1999). 

Asimismo, gracias a la inactivación térmica de la polifenol oxidasa, en jugo 

de arándano se reporta un incremento en la actividad antioxidante (Rossi et 

al., 2003). Por otra parte, se ha demostrado que el procesamiento térmico 

aumenta la capacidad antioxidante y la biodisponibilidad del licopeno en 
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pastas de tomate, principalmente debido a una mayor liberación de licopeno 

de la matriz celular (Dewanto et al., 2002). 

• Formación de compuestos nuevos con actividad antioxidante: los productos 

de la reacción de Maillard, que pueden formarse como consecuencia de los 

tratamientos térmicos, pueden exhibir propiedades antioxidantes fuertes, 

como ocurre en el caso del té o el tostado del café (Nicoli et al., 1999). En el 

caso del café, se ha demostrado que los productos de la reacción de Maillard 

son los principales contribuyentes a la capacidad antioxidante de las 

infusiones de café, sobrepasando a la cafeína y los ácidos clorogénicos (Liu y 

Kitts, 2011) . 

• Formación de compuestos nuevos con actividad pro-oxidante: además de 

las destacadas propiedades antioxidantes reportadas en la literatura, los 

productos de la reacción de Maillard también pueden exhibir propiedades 

pro-oxidantes, principalmente en las etapas iniciales de la reacción, donde se 

forman radicales altamente reactivos relacionados con el desarrollo de 

pardeamiento del alimento (Nicoli et al., 1999). 

Resulta importante considerar que las reacciones mencionadas 

anteriormente, podrían ocurrir de manera simultánea en una matriz alimentaria 

sometida a un tratamiento térmico, tal como se ejemplifica en la figura 18. 

- · - ·-· Antioxidantesnaturales 

- - - - Anlio:Udanles neo•fonuados 

--- Acli\idad antio:ddante total 

Tiempo de C•-tlent;u1uento 

Figura 18. Cambios en Ja actividad antioxidante global debido a eventos diferentes y 
simultáneos en una matriz alimentaria sometida a calentamiento (Nicoli et al., 1999). 
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METODOLOGÍA 

La presente investigación se desarrolló en el Laboratorio de Química y la 

Planta Piloto del Centro Nacional de Ciencia y Tecnología de Alimentos (CITA), 

así como en el Laboratorio de Investigación General de la Facultad de Farmacia, 

ubicados en la Ciudad Universitaria Rodrigo Facio de la Universidad de Costa 

Rica (UCR). Las actividades fueron financiadas dentro del marco del convenio 

de cooperación suscrito entre el CIRAD (Centre de Coopération lnternationale en 

Recherche Agronomique pour le Développement) de Francia y el CITA. 

3.1. Desarrollo y validación de un ensayo para evaluar la actividad 
antioxidante celular en glóbulos rojos humanos 

3.1.1. REACTIVOS 

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO): 

quercetina (C1sH10Ü7, PM 302,24), catequina (CisH14Ü6, PM 290,3), ácido gálico 

(C1H6Üs, PM 170,1), ácido tánico (C16Hs2Ü46, PM 1701,2), ácido clorogénico 

(C16H1sÜ9, PM 354,31), ácido ascórbico, Trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,9-

tetrametilcroman-2-carboxílico) y los reactivos necesarios para preparar 

solución salina amortiguadora de fosfatos (PBS). El ácido elágico (C14füüs, PM 

302,19) fue comprado a Fluka Biochemika (Buchs, Suiza) y el 2,2'-azobis (2-

amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH) fue adquirido de Wako Chemicals 

USA Inc. (Richmond, V A). 

3.1.2. JUGOS DE FRUTA Y BEBIDAS 

La actividad antioxidante fue evaluada directamente en un jugo clarificado 

de mora tropical de montaña (Rubus adenotrichus Schltdl.), el cual fue obtenido 

según lo descrito por Soto (2010). Dos jugos clarificados comerciales de 

manzana y uva también fueron evaluados directamente. El jugo pulposo de 

naranja se obtuvo por prensado manual de los frutos, y luego se realizó una 

extracción con acetona/agua (70:30 v/v) para obtener un extracto empleado en la 

determinación de la actividad antioxidante. Café costarricense (4 g de granos de 

café tostado molido) y té amarillo (2 g de hojas secas), adquiridos en un 
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supermercado local, fueron macerados con 400 y 200 ml (respectivamente) de 

agua hirviendo durante 10 min; luego se filtró una alícuota a través de un filtro 

de jeringa (0,45 µm) antes de utilizarlos para las pruebas. 

3.1.3. PLASMA SANGUÍNEO 

Muestras de sangre en ayuno fueron tomadas de 5 voluntarios sanos que 

participaron en un estudio clínico previo (no publicado todavía). Su salud fue 

confirmada de acuerdo con criterios comunes, utilizando pruebas clínicas de 

laboratorio y cuestionarios de historial médico. Previo a la colección de la 

sangre, todos los sujetos siguieron un período de estandarización de su 

alimentación de 3 días, el cual consistió en una dieta controlada con bajo 

consumo de antioxidantes dietarios. Las muestras de sangre fueron obtenidas 

por punción venosa antecubital, fueron centrifugadas inmediatamente a 12000 

g por 3 min y el sobrenadante fue almacenado en tubos eppendorf a -40 ºC 

hasta su utilización. La aprobación ética del estudio se obtuvo del Comité Ético 

Científico de la Universidad de Costa Rica, y los sujetos fueron informados y 

firmaron un consentimiento por escrito antes de participar en el estudio. 

3.1.4. OBTENCIÓN DE LOS ERITROCITOS (GLÓBULOS ROJOS) 

Un banco de sangre proporcionó muestras de sangre humana de donadores 

sanos, después de expirada la vida útil (30 días después de la colecta), la cual se 

mantuvo almacenada a 4-6 ºC. Solo se utilizó sangre 0-Rh positivo, aunque 

otros grupos sanguíneos fueron probados exi tosamente. La sangre con 

anticoagulante CPDA fue lavada 5 veces con solución de PBS (NaCl 150 mM, 

Na2HP04 8,1 mM, NaH2PÜ4 1,9 mM, pH 7,4) y centrifugada por 5 mina 1300 g 

para remover todo el plasma residual y leucocitos. El residuo fue re-suspendido 

y centrifugado por 10 min a 1300 g. Los eritrocitos concentrados fueron re­
d ispersados en PBS para obtener una suspensión al 2% (v/v), la cual fue 

utilizada inmediatamente para la medición de la actividad antioxidante. 

3.1.5. IMPLEMENTACIÓN DE UN MÉTODO PARA DETERMINAR LA 
CAP A CID AD ANTIOXIDANTE CELULAR EN ERITROCITOS 
(ERYCA) 
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Alícuotas de 50 µl de la solución de PBS con los eritrocitos suspendidos 

fueron adicionadas a los pozos de una microplaca transparente, de fondo plano, 

de 96 pozos (Costar 9018, Corning Inc., Corning, NY). La concentración final de 

los eritrocitos en los pozos fue de 0,4%, cerca de (1,8 ± 0,2) x 107 células/ml, 

correspondiente a una absorbancia (Ao) a 700 nm de alrededor de 1 (Ao = 1,0 ± 

0,2). Solo se emplearon los 60 pozos en el centro de la placa, los pozos externos 

fueron llenados con agua destilada para prevenir efectos de borde. Todos los 

estándares de antioxidantes, jugos de frutas, bebidas o plasma sanguíneo 

fueron diluidos en PBS para realizar el ensayo, y a cada pozo se adicionó un 

volumen final de 100 µl de solución conteniendo cada uno de estos. 

La placa fue cargada en un espectrofluorómetro automático de placas 

(Synergy HT, BioTek Instruments Inc., Winooski, VT), la cual se mantuvo a 

(37,0 ± 0,4) ºC con agitación suave durante 30 s. El espectrofotómetro fue 

programado para transferir al tiempo O, 100 µl de una solución de AAPH (para 

alcanzar una concentración final de 10 µM) a cada pozo. Seguidamente, la 

turbidez de la solución fue monitoreada al registrar cada 5 min, el descenso en 

la absorbancia (A1) a 700 nm. Antes de cada lectura, el equipo se programó para 

que agitara suavemente la placa por 15 s. Los análisis típicamente tardaron un 

promedio de 5 h, hasta que las lecturas de absorbancia fueran < 10% de la 

absorbancia inicial y no se registraran más cambios a partir de este punto. 

El efecto protector de los antioxidantes fue medido al evaluar el área bajo la 

curva de degradación de la absorbancia (ABC) de una muestra en comparación 

con el blanco PBS/AAPH, el cual no recibió ningún compuesto antioxidante. La 

guercetina fue empleada como estándar para la curva de calibración, la ~ual fue 

completada por duplicado. Las muestras fueron analizadas por sextuplicado. El 

valor ABC fue estimado por medio de una hoja de cálculo de Microsoft Excel 

(Microsoft Corp., Redmond, WA), siguiendo la ecuación 1: 

ABC = 1 + A1/Ao+ Az/Ao + A3/Ao + A4/Ao + ... + A1/Ao + ... + Ar/Ao (1) 

donde Ao es la absorbancia inicial al tiempo O min, A1 es la absorbancia al 

tiempo t y Ar es la absorbancia final. La acción de los radicales libres fue 

seguida hasta su finalización para todas las soluciones, registrando el descenso 

en la absorbancia desde el valor promedio inicial de Ao, donde Ao = 1,0 ± 0,2, 

hasta la absorbancia Ar, cuando Ar/Ao fuera al menos< 0,1. 
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Los valores finales de ERYCA fueron calculados al emplear una ecuación de 

regresión linear entre las concentraciones de quercetina y el ABCneta (ABCneta 

muestra = ABCmuestra - ABCAAPH), como se expresa en la ecuación 2: 

ABCneta quercetina =ax (molaridadquercetina) + b (2) 

Concentraciones de quercetina de 3, 6, 10, 16 y 24 µM fueron utilizadas como 

estándares de calibración. Coeficientes de regresión (r2) de > 0,98 fueron 

obtenidos y la concentración (µM) de equivalentes de quercetina (EQ) fue 

calculada para cada ABCneta de las muestras como se muestra en la ecuación 3: 

µM EQ = (ABCneta muestra - b) /a (3) 

Los valores de ERYCA fueron expresados en términos de micromoles de 

equivalentes de quercetina por micromol de compuesto puro o litro de jugo, 

bebida o plasma. Todas las muestras se evaluaron por sextuplicado con dos 

extractos independientes, y la curva patrón por duplicado. En la figura 19 se 

presenta un resumen esquemático de la metodología desarrollada. Este método 

se encuentra respaldado por una publicación científica (González et al., 2010). 

Eritrocitos colectados de sangre 
con anticoagulante 

Compuestos con 
capacidad antioxidante 

AAPH 
Generador de 

radicales peroxilo 

• 
Patrones d'e 
antioxid.antes 

pH y temperatura l Espectrofotometría 
fisiológicos luz visible 

Absorbancia a 700 nm 

• ABC degradación absorbancia contra blanco 

Extra ctos de 
frutas, jugos o 

bebidas -
Plasma 

sanguíneo 

Figwa 19. Esquema general del procedimiento del método ERYCA desarrollado para 
la presente investigación. 
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3.1.6. VALIDACIÓN DEL MÉTODO ERYCA 

A partir de la metodología descrita en la sección anterior se definieron 

diversos factores: 

• Fórmula de la solución de fosfatos (PBS) y preparación de los eritrocitos 

Se realizó una revisión bibliográfica extensa de publicaciones científicas con 

ensayos en los que se emplean glóbulos rojos, para determinar la composición 

apropiada del amortiguador de fosfatos (PBS), así como el procedimiento de 

preparación de los eritrocitos (número de lavados, velocidad y tiempo de 

centrifugación y concentración de la suspensión final). 

• Tipo de sangre y tiempo máximo de utilización después de su colecta 

Se llevaron a cabo más de 22 ensayos con diferentes muestras de 

antioxidantes (patrones, jugos y extractos de frutas) empleando eritrocitos 

provenientes de sangre de todos los tipos sanguíneos posibles y distintos 

donadores, desde 30 a 60 días después de su toma. Se valoró tanto la precisión y 

exactitud de los resultados de ERYCA obtenidos, así como el comportamiento 

de la sangre durante el procedimiento de lavado y centrifugación de la sangre. 

• Concentración final apropiada de eritrocitos y AAPH para el análisis 

Se realizó una revisión bibliográfica extensa de publicaciones científicas con 

ensayos en los que se evalúa actividad antioxidante celular, para determinar las 

concentraciones apropiadas de cada componente del ensayo. 

Complementariamente, se realizaron al menos 16 pruebas diferentes en las que 

se varió la concentración final de eritrocitos y AAPH en las placas de reacción. 

Los resultados fueron evaluados a la luz de la precisión y exactitud de los 

valores de actividad antioxidante obtenidos, el coeficiente de correlación de las 

curvas patrón, el tiempo total de análisis y el tiempo registrado para el descenso 

de la absorbancia en el blanco (eritrocitos con AAPH solamente). 

• Determinación de la absorbancia 

Se consultó en la literatura la longitud de onda apropiada para la 

determinación de la capacidad antioxidante en los eritrocitos bajo las 

condiciones propuestas para el ensayo. Asimismo, se realizaron al menos 6 

ensayos en los que se evaluó el efecto protector de diferentes sustancias con 

potencial antioxidante a 540, 650 y 700 nm. Los resultados fueron valorados 

tomando en consideración las cinéticas de reacción, los coeficientes de 
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correlación de los antioxidantes probados frente al tiempo, así como el objetivo 

de detección de cada longitud de onda. 

• Curva patrón 

Se empleó como estándar de calibración la quercetina. Se determinó el límite 

de cuantificación y de detección para dicho compuesto, empleando un rango 

ascendente de concentración desde 1 µM hasta 400 µM. El área neta bajo la 

curva de degradación de la absorbancia se graficó contra las distintas 

concentraciones de quercetina con el tiempo, para determinar si exhibían una 

buena linealidad con un coeficiente de correlación alto (r2 > 0,98) . Esta 

determinación se realizó por septuplicado, empleando un mismo tipo 

sanguíneo para todos los ensayos. 

• Precisión y exactitud 

La precisión y exactitud de la prueba se evaluaron para varios patrones de 

antioxidantes, empleando un rango de concentraciones para cada uno y 
diferentes orígenes de los eritrocitos, con lo que se evaluó la desviación 

estándar relativa (desviación estándar/ media de concentración), así como el 

porcentaje de recuperación de los datos (media de concentración obtenida / 

concentración inicial) tanto para cada patrón como a nivel interexperimental. 

Cada análisis se realizó por sextuplicado con un mínimo de 3 réplicas cada uno. 

La precisión, expresada como la desviación estándar relativa para todos los 

compuestos probados, fue valorada tomando en consideración que no excediera 

el 15% (Ou et al., 2001; Huang et al., 2002; CITA, 2008a). 

• Robustez 

La robustez de la prueba se determinó empleando una misma concentración 

de patrón antioxidante, con el mismo tipo de sangre pero diferentes donadores 

de la misma y con tiempos variables de almacenamiento desde su obtención (al 

menos 9 repeticiones con 6 réplicas cada una). Este análisis se realizó para 

varios patrones de antioxidantes. El resultado se evaluó considerando la 

desviación estándar relativa máxima entre análisis. 
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3.1.7. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR ORAC 

Los ensayos de ORAC fueron realizados de acuerdo con el protocolo descrito 

por otros autores (Ou et al ., 2001 y Huang et al., 2002), en concordancia con el 

procedimiento validado en el Laboratorio de Química del CITA (2008a), 

método de análisis AQCIT A-M037. 

El análisis se realizó en placas de polipropileno de 96 pozos, utilizando el 

mismo espectrofluorómetro descrito anteriormente. Las longitudes de onda de 

excitación y emisión fueron 485 y 520 nm respectivamente. Todas las soluciones 

fueron preparadas con amortiguador de fosfatos 75 µM (pH 7,4). Cada pozo fue 

cargado con 150 µl de una solución de fluoresceína 81,87 nM (para una 

concentración final en el pozo de 61,40 nM) y 25 µl del amortiguador (blanco), 

trolox (sustancia patrón) o muestra antioxidante a evaluar. La placa fue 

incubada a (37,0 ± 0,4) ºC por 30 min antes de la adición de 25 µl de una 

solución de AAPH 10,70 mM (para una concentración final en el pozo de 1,34 

mM) . 

El descenso en Ja fluorescencia fue medido cada minuto durante 45 rnin. Los 

valores finales fueron calculados con una ecuación de regresión linear entre la 

concentración de trolox (sustancia patrón) y el área neta bajo la curva de 

degradación de la fluoresceína. El área bajo la curva (ABC) fue calculada 

siguiendo la ecuación 4: 

ABC = 0,5 + f1/fo +filfa+ fa/fo+ ... +filfa + 0,5 x (fas/fo) (4) 

donde fo corresponde a la lectura de fluorescencia inicial al tiempo O min y fi es 

la lectura de fluorescencia al tiempo t. 

Los valores finales de ORAC fueron expresados corno micromoles de 

equivalentes de Trolox (ET) por micrornol de compuesto puro o litro de jugo, 

bebida o plasma, los cuales fueron calculados como se muestra en la ecuación 5: 

µM ET= [(ABCmuestra -ABCblanco) / (ABCTrolox - ABCblanco)] X (MTrolox - Mmuestra) (5) 

3.1.8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los análisis estadísticos fueron realizados empleando el programa 

XLSTAT (Addinsoft SARL). 
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3.2. Valoración de la capacidad antioxidante de frutas y alimentos 
comunes a nivel químico y celular 

3.2.1. REACTIVOS 

Los siguientes reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, 

MO): quercetina (C1sHioÜ7), catequina (C1 sHi4Ü6), ácido tánico (C76HszÜ46), ácido 

ascórbico, Trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,9-tetrametilcroman-2-carboxílico), ácido 

gálico (C7H6Üs ), sal de fluoresceína de sodio (C20H10N azüs ), reactivo Folin­

Ciocalteu, carbonato de sodio (NazC03) y los reactivos necesarios para preparar 

solución salina amortiguadora de fosfatos (PBS). También se adquirió ácido 

elágico (CHH&Üs) de Fluka Biochemika (Buchs, Suiza), 2,2' -azobis (2-

amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH) de Wako Chemicals USA Inc. 

(Richmond, VA), y acetona de Mallinckrodt Baker, Inc. (Phillipsburg, NJ). Las 

muestras de sangre humana (0-Rh positivo) de donadores sanos fueron 

provistas por un banco de sangre de Costa Rica, después de expirada la vida 

útil (en promedio 30 días después de la colecta de la sangre). 

3.2.2. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS DE FRUTAS Y ALIMENTOS 

Se seleccionaron 36 frutas y alimentos consumidos comúnmente en Costa 

Rica, los cuales fueron adquiridos en supermercados locales o directamente del 

campo. La broza de café, un sub-producto del procesamiento del grano de café, 

fue obtenida de una planta de procesamiento. 

Alrededor de 1 kg de cada muestra fue seleccionado al azar. A su ingreso al 

laboratorio, las frutas fueron procesadas inmediatamente para remover las 

partes no comestibles tales como cáscaras o semillas. El agua de coco se extrajo 

directamente de la cavidad de la fruta. La naranja y la naranjilla fueron 

exprimidas manualmente y filtradas por un tamiz de 1 mm para obtener el 

jugo. La broza de café fue prensada para obtener un jugo. El chayote, plátano, y 

pejibaye fueron preparados y cocinados de la manera usual, respectivamente 

durante 10, 15 y 30 minen agua hirviendo. El plátano maduro fue frito en aceite 

a 160 ºC durante 5 min. El arroz y los frijoles fueron cocinados de la manera 

usual, en olla arrocera y en olla de presión respectiva mente. 
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Todas las partes comestibles recuperadas fueron congeladas inmediatamente 

en nitrógeno líquido, liofilizadas y pulverizadas en un molino hasta obtener un 

polvo fino, el cual fue empacado al vacío en bolsas laminadas y almacenado a 

-20 ºC hasta su utilización. Para el análisis, 0,5 g de polvo liofilizado fue 

extraído a temperatura ambiente con 20 ml de una solución acuosa de acetona 

(30:70 v/v) por 15 min en agitación magnética a 60-80 rpm, seguido de 15 min 

en baño ultrasónico, y finalmente otros 15 min en agitación magnética. La 

suspensión resultante fue filtrada por gravedad a través de papel filtro 

Whatman Nº 41, y el residuo fue resuspendido de nuevo en 20 ml de acetona 

acuosa y se repitió el procedimiento de extracción. La grasa en el aguacate y el 

pejibaye fue extraída previamente con éter de petróleo. 

Todos los filtrados recuperados fueron concentrados a 40 ºC en un 

evaporador rotatorio al vacío para remover la acetona, la cual puede resultar 

tóxica para los eritrocitos, después se filtró a través de filtros de jeringa de 0,45 

µm y se completó a un volumen final de 25 ml con agua Milli-Q. Todos los 

procesos para obtener Jos extractos de las muestras fueron llevados a cabo por 

duplicado de manera independiente. 

3.2.3. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE 
CELULAR EN MATRICES ALIMENTICIAS MEDIANTE EL 
MÉTODO ERYCA 

Este ensayo fue realizado tal como se describió previamente, con una 

modificación en el protocolo inicial. Después de obtener los eritrocitos 

concentrados (suspensión al 2% v/v), éstos fueron mezclados con cada extracto 

individual de fruta, alimento o patrón en tubos de ensayo sellados, y fueron 

incubados durante 15 min en un baño de agua a (37,0 ± 0,4) ºC. Posteriormente, 

alícuotas de 100 µl de las mezclas anteriores fueron adicionadas a las placas de 

96 pozos, y el espectrofotómetro fue programado para transferir 150 µI de Ja 

solución de AAPH. El resto del protocolo, incluyendo concentraciones de cada 

componente, condiciones de ensayo, así como la evaluación del efecto protector 

de los antioxidantes, se mantuvieron bajo los mismos parámetros establecidos 

en el apartado anterior. 

Los extractos de las frutas y alimentos fueron diluidos en PBS de manera que 

se obtuviera un área neta bajo la curva de la muestra (ABCne10) dentro del área 
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de respuesta linear de la ABCne1a del estándar de quercetina. Esto se determinó 

con ensayos preliminares con diferentes factores de dilución, los cuales 

finalmente fueron establecidos como: 400 para mora, arándano, broza de café 

carambola, tamarindo y mamey; 200 para marañón, pitahaya, guayaba rosada, 

guayaba blanca y noni; 100 para naranjilla y pitahaya amarilla; 50 para guava, 

kiwi, naranja, pejibaje, guanábana, pitanga y tomate de árbol; 20 para 

granadilla, papaya, piña, mamón chino y sandía; y 10 para el resto de las 

muestras. Los valores finales de ERYCA fueron expresados en términos de 

micromoles equivalentes de quercetina por gramo o mi de muestra. 

Para establecer el paso adicional de incubación de los eritrocitos con las 

muestras antioxidantes a evaluar, se realizaron al menos 9 ensayos previos, en 

los que se valoraron diferentes estándares de antioxidantes (quercetina, ácido 

gálico, ácido ascórbico, ácido tánico, catequina, ácido elágico y trolox), los 

cuales fueron incubados a una sola concentración con los eritrocitos durante O, 

15, 30 o 60 min en un baño con agua a (37,0 ± 0,4) ºC, e inmediatamente se 

realizaron O, 1, 2 o 3 lavados con PBS acompañados de 5 min de centrifugación 

a 1300 g, con lo cual se removió el sobrenadante. Los valores de ERYCA 

obtenidos fueron comparados en términos de la desviación estándar relativa 

para establecer diferencias entre los tratamientos probados. 

Adicionalmente, se determinó la posible toxicidad de los extractos y la 

estabilidad del sistema de los eritrocitos en presencia de estas sustancias. Para 

esto se siguió el mismo procedimiento de ERYCA, pero empleando solamente 

una solución de eritrocitos con PBS o con extracto de cada muestra en la 

dilución correspondiente, sin presencia de AAPH. Con esta prneba se aseguró 

que la absorbancia de la línea base de cada muestra se mantuviera constante a 

través de todo el tiempo de ensayo (A7oonm = 1,0 ± 0,2 durante 5 h). 

3.2.4. CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES 

El contenido total de polifenoles (CTP) de las muestras fue determinado 

empleando el método Folin-Ciocalteu establecido por Georgé et al. (2005) para 

prevenir la interferencia de compuestos no fenólicos, siguiendo el 

procedimiento validado en el Laboratorio de Química del CITA (CITA, 2008b ), 

método de análisis AQCIT A-M036. 
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Debido a que el reactivo Folin-Ciocalteu no es suficientemente específico 

para los compuestos fenólicos y puede reaccionar con compuestos no fenólicos 

corno aminoácidos, azúcares reductores y vitamina e el procedimiento fue 

realizado antes y después de una extracción en fase sólida, la cual se ejecutó por 

medio de un cartucho de extracción OASIS 7 HLB 6cc (Waters Corporation, 

Milford, MA). El eluido conteniendo los componentes interferentes solubles en 

agua, fue recuperado después de transferir 2 rnl del extracto de la muestra a 

través del cartucho, el cual luego fue lavado rigurosamente con 2 rnl de agua 

Milli-Q. 

Para medir la absorbancia, 2,5 rnl del reactivo Folin-Ciocalteu fue agregado a 

0,5 ml del ~xtracto inicial de muestra o eluido. Después de 2 min, se adicionaron 

2 ml de una solución de carbonato de sodio al 7,5%, y se incubó 

inmediatamente en un baño de agua a 50 ºC durante 15 min para el desarrollo 

de color. La absorbancia fue evaluada a 760 nm empleando un 

espectrofotórnetro UV-1700 (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japón). 

Con base en una curva patrón obtenida con diferentes concentraciones de un 

estándar de ácido gálico, los resultados fueron expresados en términos de 

equivalentes de ácido gálico (EAG). El valor de EAG de los componentes no 

fenólicos interferentes fue calculado a partir de la absorbancia obtenida con el 

eluido (Ve). El valor para el contenido total de polifenoles (CTP) fue obtenido al 

deducir el valor de las interferencias (Ve) del valor inicial obtenido con la 

muestra completa (Vm), es decir: CTP = Vm - Ve. Todas las determinaciones 

fueron realizadas de manera independiente en dos muestras diferentes de cada 

alimento por triplicado, y se expresó el valor final como miligramos de 

equivalentes de ácido gálico por cada 100 gramos de peso fresco de muestra . 

3.2.5. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE HUMEDAD 

La determinación de humedad de las muestras se realizó según el método 

no. 920.151 de la AOAC (2005), tal como se describe en el procedimiento 

validado en el Laboratorio de Química del CITA (CITA 2009), método de 

análisis P-SA-MQ-002. La determinación se fundamentó en la medición de la 

pérdida de masa debida a la evaporación de agua en una esh1fa de vacío. Los 

datos se expresaron en g / 100 g de muestra. Los resultados de este análisis 
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fueron empleados para calcular los valores obtenidos de ERYCA, ORAC y 

polifenoles totales en términos de materia seca o peso fresco de las muestras 

estudiadas. 

3.2.6. DISEÑO EXPERIMENTAL Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

En esta etapa de la investigación, se evaluaron varios tipos de alimentos con 

el fin de definir la muestra de mayor interés para la siguiente fase del estudio, 

en términos de alta capacidad antioxidante y contenido de polifenoles. Para 

esto se empleó un diseño irrestricto aleatorio, en el que los tratamientos 

correspondieron a cada tipo de muestra, con tres variables respuesta: ERYCA, 

ORAC (tal corno se describió en la sección 3.1.7) y polifenoles totales, con tres 

repeticiones cada uno. Diferencias entre las medias de cada tratamiento fueron 

detectadas por medio de un ANOV A Todos los análisis estadísticos fueron 

realizados empleando el programa XLST AT (Addinsoft SARL). 

3.3. Efecto del tratamiento térmico y la digestión in vitro sobre la 
capacidad antioxidante de un jugo de fruta 

3.3.1. REACTIVOS 

Los siguientes reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, 

MO): quercetina (CisH1007), Trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,9-tetrametilcroman-2-

carboxílico), ácido gálico (C7H60s), ácido elágico (Ci4HrDs), cianidin-3-glucósido 

(C21I-b011Cl), sal de fluoresceína de sodio (C20H0Nmüs), reactivo Folin­

Ciocalteu, carbonato de sodio (Na2C03), pepsina de mucosa gástrica porcina, 

pancreatina de páncreas porcino, sales biliares, bicarbonato de sodio (NaHC03), 

y los reactivos necesarios para preparar solución salina amortiguadora de 

fosfatos (PBS). También se adquirió 2,2' -azobis (2-amidinopropano) 

dihidrocloruro (AAPH) de Wako Chemicals USA Inc. (Richmond, VA). 

Acetona, ácido clorhídrico concentrado, ácido fórmico grado HPLC y 

acetonitrilo grado HPLC fueron comprados a Mallinckrodt Baker, Inc. 

(Phillipsburg, NJ). Muestras de sangre humana (0-Rh positivo) de donadores 

sanos fueron provistas por un banco de sangre de Costa Rica, después de 

expirada la vida útil (en promedio 30 días después de la colecta de la sangre). 
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3.3.2. ELABORACIÓN DEL JUGO CLARIFICADO DE MORA 

La mora tropical de montaña (Rubus adenotrichus Schlech.), fue procesada 

mediante varias operaciones, para la obtención de un jugo clarificado mediante 

m icrofiltración. Toda la producción del jugo requerido para la investigación, se 

realizó a partir de un mismo lote de fruta y en una misma sesión, para evitar 

posibles diferencias debido a variaciones en el producto o relacionadas con el 

proceso de obtención del jugo. 

La mora se descongeló en una cámara de almacenamiento a temperatura de 

refrigeración (a 5 ºC durante 24 h). Posteriormente se realizó un pre-prensado 

con una prensa hidráulica (Hydraulic Shop Press OTC 25 Ton, Owatonna, 

USA), a una presión de 5000 kPa por 5 min. Luego tanto el jugo como la torta de 

mora obtenidos se mezclaron en una marmita hasta que el producto alcanzara 

. una temperatura de (35 ± 1) ºC. En ese punto, se agregó el preparado 

enzimático Klerzyme® 150 (DSM Food Specialties, México) a una concentración 

de 500 mg/kg, manteniendo el producto a temperatura constante durante 1 h 

con agitación esporádica. Transcurrido este tiempo se enfrió el producto hasta 

temperatura ambiente. Una vez alcanzada la temperatura se procedió a realizar 

la operación de prensado. Para el prensado se utilizó una prensa continua de 

tornillo sin fin (Chisholm-Ryder), utilizando una malla con una abertura de 1,25 

mm y pasando el residuo dos veces más por la prensa utilizando la misma 

malla. 

El jugo obtenido del prensado se clarificó mediante el proceso de 

microfiltración tangencial (MFT). Se utilizó una unidad piloto de MFT, 

compuesta por un módulo tubular de membrana de cerámica alúmina Zircón 

(SCT, Francia) con un tamaño de poro de 0,2 µm y un área efectiva de filtración 

de 0,22 m 2• El equipo también consistió de una bomba centrífuga para proveer 

el flujo tangencial, una bomba de desplazamiento positivo para otorgar la 
alimentación y presión, y un intercambiador de calor para controlar la 

temperatura. Durante la MFT, se mantuvo una presión transmembranaria (Ptm) 

de (3,1 ± 0,3) bar, una velocidad tangencial (U) de 7 m/s y una temperatura de 

(35 ± 1) ºC. La operación se extendió hasta obtener un FRV (factor de reducción 

volumétrico) con un valor de 10. 
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El jugo procesado fue empacado en bolsas plásticas de polietileno de alta 

densidad (HDPE, por sus siglas en inglés), las cuales fueron almacenadas a -20 

ºC hasta su utilización. 

3.3.3. EFECTO DEL TRATAMIENTO TÉRMICO 

Las muestras de jugo de fruta fueron sometidas a un tratamiento térmico, el 

cual se basó en el procedimiento descrito en las publicaciones de Dhuique­

Mayer et al. (2007) y Cisse et al. (2009). Se transfirieron 15 ml de jugo a tubos 

pirex sellados, los cuales se colocaron en un horno microondas convencional (a 

máxima intensidad), y se monitoreó la temperatura durante todo el ensayo con 

un termómetro electrónico de infrarrojo (Sper Scientific Ltd, Scottsdale, AZ) con 

un tubo control. La temperatura a aplicar fue de 90 ºC con cuatro diferentes 

tiempos de exposición: O, 30, 90 y 180 s. Dicho tiempo de exposición fue 

aplicado justo en el momento en que el jugo alcanzara la temperatura de 90 ºC. 

De esta manera, los jugos fueron llevados a la temperatura establecida en el 

microondas, alcanzado este punto se transfirieron inmediatamente a un baño de 

agua a 90 ºC, donde fueron mantenidos por cada tiempo de exposición. 

Después del tratamiento, los tubos fueron enfriados inmediatamente en un 

baño de hielo y posteriormente colocados en un congelador a -20ºC hasta el 

momento de su análisis. 

3.3.4. EFECTO DE LA DIGESTIÓN SIMULADA A NIVEL IN VITRO 

Posterior al tratamiento térmico, las muestras fueron sometidas a un proceso 

de digestión simulado a nivel in vitro. El método consistió en una digestión 

inicial con pepsina/BCI (simulación de la digestión gástrica), seguida de una 

digestión con pancreatina/sales biliares (simulación de las condiciones del 

intestino delgado), para simular la liberación de compuestos fenólicos de la 

matriz alimentaria en el tracto intestinal. Este estudio se realizó con base en el 

procedimiento desarrollado por Gil-Izquierdo et al. (2002), el cual ha sido 

aplicado en numerosas investigaciones, destacando las publicaciones de Pérez­

Vicente et al. (2002), Gil-Izquierdo et al. (2003), Coates et al. (2007) y Cilla et al. 

(2009). En la figura 20 se esquematiza el procedimiento que se aplicó. 
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Figura 20. Simulación de la digestión de un jugo de fruta a nivel in vitro. 

Se disolvieron 267 mg de pepsina en 20 ml de agua destilada . Esta solución 

se adicionó a 100 mi de jugo de mora para un volumen final de 120 mi 

(correspondiente a 31500 U de pepsina), y se ajustó el pH a 2 unidades con HCI 

concentrado. Se incubó a 37 ºC durante 2 horas en un baño con agua con 

agitación suave constante y cubierto con papel parafilm. Posteriormente, se 

tomaron 60 ml del digerido de pepsina y se determinó la acidez titulable con 

NaHC03 1 M (ver más abajo). 

Los 60 ml restantes del jugo digerido con pepsina fueron colocados en un 

beaker y se sumergieron dos tubos de diálisis de celulosa con un poder de corte 
de 12 kDa (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO), cada uno con la mitad del 

volumen total de NaHC03 titulado en el paso anterior. Se incubó a 37 ºC en un 

baño de agua con agitación constante hasta que el pH alcanzara un valor de 6 

(aproximadamente 30 min). Seguidamente se adicionaron 15 ml de una 

solución de pancreatina (4 gil) y sales biliares (25 g/l) y se incubó nuevamente a 

37 ºC durante 2 horas en un baño con agua con agitación suave constante y 

cubierto con papel parafilm. 
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La acidez titulable con NaHC03 se definió como la cantidad de NaHC03 

requerida para llevar la mezcla de digerido de pepsina con solución 

pancreatina/sales biliares a pH 7,0. Finalmente, una vez concluida la etapa de 

digestión, las muestras resultantes fueron purificadas en una columna con una 

resina adsorbente (Amberlite XAD7HP, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO), para 

la separación de los componentes externos adicionados durante la digestión 

(enzimas, sales). La solución resultante fue empleada para la realización de los 

análisis siguientes. 

3.3.5. MÉTODOS DE ANÁLISIS 

La evaluación de los cambios en la capacidad antioxidante del jugo de mora 

se realizó con el método ORAC (ver sección 3.1.7), en combinación con el 

método celular ERYCA (ver sección 3.2.3). Para definir el impacto sobre el 

con tenido de polifenoles, se empleó el método para la determinación de 

polifenoles totales con el reactivo Folin Ciocalteu y un método por HPLC (High 

Pe1formance Liquid Chromatography). Los análisis se realizaron por triplicado. 

Respecto al análisis por HPLC, se determinó el perfil de compuestos 

fenólicos con base en Mertz et al. (2007) y Gasperotti et al. (2010) . Para su 

realización se empleó un sistema de HPLC Shimadzu (Shimadzu Scientific 

Instruments) equipado con una bomba LL-20AT y acoplado con un detector de 

arreglo de diodos modelo SPD-M20A y un desgasificador modelo DGU-20As. 

La separación se llevó a cabo a 30 ºC empleando una columna de 150 mm x 4,6 

mm i.d., 5 µm marca YMC (YMC Co., Ltd). Los solventes a utilizar fueron ácido 

fórmico . acuoso al 2% (solvente A) y acetonitrilo/agua/ácido fórmico (80:18:2, 

v/v/v; solvente B). La detección se llevó a cabo entre 200 y 600 nm. 

3.3.6. DISEÑO EXPERIMENTAL Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

En esta etapa se aplicó un diseño factorial 4x2, el cual involucró 8 

tratamientos diferentes, incluyendo los cuatro tiempos de tratamiento térmico 

(variable continua) y la aplicación o ausencia de digestión in vitro (variable 

nominal). Las variables respuesta en este caso fueron los valores resultantes de 

ERYCA ORAC y polifenoles totales. Se realizaron tres repeticiones de cada 

tratamiento. 
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El análisis estadístico consistió en un análisis de ANOVA, con el propósito de 

determinar si existía un efecto significativo en la capacidad antioxidante y el 

contenido total de polifenoles con respecto a los diferentes tiempos de 

exposición al tratamiento térmico y la aplicación del proceso de digestión in 

vitro (efectos simples), tomando en cuenta también la evaluación de los efectos 

combinados de ambos. Todos los análisis estadísticos fueron realizados 

empleando el programa XLSTAT (Addinsoft SARL). 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

4.1. Desarrollo y validación de un ensayo para evaluar la 
actividad antioxidante celular en glóbulos rojos humanos 

Cuando los glóbulos rojos son suspendidos a bajas concentraciones en una 

solución fisiológica, éstas células dispersan la luz en longitudes de onda entre 

650 y 700 nm (Oster y Zalusky, 1974). Debido a que la hemoglobina no absorbe 

a estas longitudes de onda, se obtiene una señal clara que representa la 

concentración de células intactas suspendidas en el medio. 

Cuando se adicionan radicales libres al medio con los eritrocitos, los lípidos 

poliinsaturados son oxidados, lo cual conduce a la desorganización de las 

membranas celulares (Lahet et al., 2008; Sato et al., 1998). Las membranas se 

dañan, formando hoyos hemolíticos (Sato et al., 1999) que conducen a la fuga de 

potasio al medio extracelular (Lenfant et al., 2000), la disrupción celular y la 

liberación de hemoglobina, fenómeno conocido como hemólisis (figura 21). 

Como resultado, se pierden las propiedades de dispersión de la luz de los 

eritrocitos (Young et al., 1986; Liu y Young, 1988; Lenfant et al., 2005). 

Figura 21. Micrografías de transmisión de electrones de eritrocitos de conejo durante la 
oxidación. A) eritrocitos control sin tratar, B) eritrocitos incubados con AAPH por 100 
min, C) eritrocitos incubados con AAPH por 140 min (sitio de hemólisis marcado con 
flecha), D) parte de C) con hebras de hemoglobina (H) y remanentes de la membrana 

plasmática (M). Modificado de Niki et al. (1988) . 
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Por tanto, en el presente ensayo se siguió la hemólisis de los eritrocitos 

suspendidos en solución fisiológica directamente a través del monitoreo de los 

valores de turbidez. Bajo estas condiciones, varios autores ya han establecido 

una buena correlación entre la hemólisis evaluada con lecturas de absorbancia a 

650 o 700 :µm y los ensayos convencionales, empleando la absorbancia a 540 run 

después de la centrifugación (Liu y Young, 1988). 

La figura 22 presenta ejemplos de curvas correspondientes al descenso en la 

absorbancia relativa a 700 nm, registrada para soluciones de PBS conteniendo 

0,4% (v/v) de eritrocitos suspendidos. Estas soluciones fueron incubadas con un 

generador de radicales peroxilo (AAPH) a una concentración de 100 µM, en 

ausencia o presencia de una sustancia con capacidad antioxidante (el jugo de 

mora). También se presenta la absorbancia para la solución PBS-eritrocitos sin 

AAPH ni antioxidante, lo cual demuestra la estabilidad de los eritrocitos a lo 

largo del experimento, pues los valores de absorbancia se mantienen 

constantes. 
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Figura 22. Ejemplo de curvas de degradación de la absorbancia de la solución de 
eritrocitos/PBS inducidas por el AAPH en presencia o ausencia de un compuesto con 

capacidad antioxidante. 

En contraste, cuando se adicionó AAPH 100 µMal medio, la absorbancia a 

700 nm se mantuvo estable cerca de una hora, para luego decaer abruptamente, 
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indicando desintegración celular y hemólisis. En solución acuosa, a temperatura 

fisiológica (37 ºC) y por un extenso período de tiempo (vida media de 175 h), el 

AAPH se descompone a una tasa constante en radicales alquilo, los cuales en 

presencia de oxígeno se convierten en radicales peroxilo (Tang y Liu, 2007; 

Barreira et al., 2008b). El retraso de 1 h en el descenso de la absorbancia, durante 

el cual la membrana de los eritrocitos resiste el ataque constante de los radicales 

libres, puede ser el resultado de la acción de antioxidantes endógenos (Sato et 

al., 1998). La peroxidación lipídica y oxidación proteica fueron demostradas por 

el descenso en las propiedades de dispersión de la luz de los eritrocitos 

suspendidos, lo cual significa que el número de eritrocitos intactos estaba 

declinando, y por consiguiente, el nivel de hemólisis estaba aumentando. 

Tal como ocurre con cualquier otra célula viviente, los eritrocitos humanos 

exhiben un sistema redox de membrana plasmática (PMRS por sus siglas en 

inglés), el cual provee a la célula un nivel extra de defensa frente a oxidantes 

extracelulares, y le permite responder a cambios intra- y extracelulares en el 

ambiente oxidativo de la célula (Fiorani y Accorsi, 2005; Kennett y Kuchel, 2006; 

Suwalsky et al., 2009; Rizvi y Pandet, 2010). El PMRS actúa por medio de la 

transferencia de electrones de donantes intracelulares a receptores 

extracelulares, de manera que se mantiene un ambiente circundante reducido 

(Kennett y Kuchel, 2006; Rizvi y Pandet, 2010; Rizvi et al., 2010). 

No obstante, sin la colaboración de compuestos antioxidantes exógenos, el 

PMRS de los eritrocitos resulta abrumado por el ataque constante de los 

radicales libres después de la primera hora bajo las condiciones del ensayo 

ERYCA, momento en que los eritrocitos empiezan a perder rápidamente sus 

propiedades de dispersión de la luz. Esto se evidenció por el hecho de que, 

cuando se adicionó un extracto de alimento o quercetina al medio, la resistencia 

de los eritrocitos al estrés oxidativo mejoró significativamente, y el descenso en 

la absorbancia se obstaculizó en proporción a la concentración del compuesto 

antioxidante y su capacidad protectora relativa (figura 23). 

A pesar de que aún no ha sido elucidado completamente el mecanismo por el 

cual Jos compuestos antioxidantes exógenos mejoran la capacidad antioxidante 

protectora de las células, se ha comprobado que los compuestos fenólicos, 

incluyendo la quercetina, pueden penetrar la bicapa de membranas 

fosfolipídicas de las células (Suwalsky et al., 2009), y a partir de ahí: 
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1) actúan como sustratos intracelulares para las enzimas oxido-reductoras del 

PMRS (Kennett y Kuchel, 2006; Vlachodimitropoulou et al., 2010), y 2) donan 

electrones a aceptores extracelulares a través del PMRS de los eritrocitos 

(Fiorani y Accorsi, 2005). 

De esta manera, los compuestos fenólicos que pueden ser absorbidos dentro 

de la membrana de los eritrocitos en mucha mayor concentración que el medio 

circundante, pueden ayudar a estimular el sistema de transferencia de 

electrones transmembrana, el cual de otro modo, estaría limitado por la 

capacidad inicial de los donadores de electrones intracelulares (Suwalsky et al., 

2009; Rizvi y Pandet, 2010; Maurya y Prakash, 2011). Se ha sugerido que éste 

podría ser el mecanismo principal por medio del cual, los flavonoides de la 

dieta mejoran la protección celular frente al estrés oxidativo, y ejercen sus 

potenciales beneficios para la salud (Fiorani y Accorsi, 2005). 

La figura 23 ilustra que, a medida que aumenta la concentración del 

compuesto antioxidante (en este caso la quercetina), el descenso en la 

absorbancia se retrasa proporcionalmente. El efecto protector del compuesto 

antioxidante puede ser evaluado al medir su ABC y compararla con la del 

blanco que solo contiene el AAPH. De la misma manera que con el método de 

ORAC, la ABC neta (ABCmuesra neta = ABCmuestra - ABCAAPH) permite una 

evaluación completa de la capacidad antioxidante, donde el tiempo y el grado 

de inhibición son valorados a medida que se completa la reacción. 
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Figura 23. Ejemplo de curvas de degradación de la absorbancia de la solución de 
eritrocitos/PBS en presencia de diferentes concentraciones de quercetina. 
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La representación de la ABCneta contra la concentración de quercetina (figura 

24) demuestra una buena linearidad, con el coeficiente de correlación más alto 

entre los patrones evaluados (r2 = 0,993). Una buena relación lineal (con r2 > 0,98) 

entre el ABCneta y la concentración del estándar de antioxidante fue obtenida 

con todas las muestras de sangre obtenidas de diferentes donadores, y con 

diversos tiempos de almacenamiento, hasta 28 días después de su arribo al 

laboratorio. Dado que las muestras provenientes del banco de sangre tienen una 

vida útil de 30 días, los ensayos fueron realizados con eritrocitos de hasta 58 

días después de la toma de la sangre (cuadro 5). Una buena relación lineal entre 

ABC.w1a y concentración (r2 > 0,98) también fue obtenida para los otros 

estándares de antioxidantes estudiados, tales como catequina, ácido gálico, 

ácido elágico y trolox. 
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Figura 24. Ejemplo de la relación lineal entre el área neta bajo la curva de degradación 
de la absorbancia y la concentración de estándar de quercetina. 
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Cuadro 5. Resumen de curvas patrón de quercetina para cuatro donadores diferentes 
de sangre (A-D) con diferentes tiempos de almacenamiento. 

Donante/días almacenaje r2 Pendiente (m)• Intercepto (b)• 

A/40 0,9986 0,5489 1,1861 
B/32 0,9876 0,7550 5,1905 

C/32 0,9930 0,9186 0,4954 
C/38 0,9889 0,6329 3,5792 

C/40 0,9905 0,6687 0,6322 

C/48 0,9914 0,6538 0,5909 

C/52 0,9873 0,6438 1,5011 

C/58 0,9186 0,7820 2,1579 

D/33 0,9909 0,4707 1,8065 
Promedio ± DSb 0,983 ± 0,004 0,67 ± 0,24 2,08 ± 3,18 

'Y (pM) = b + mX, donde X corresponde al ABCneto. b OS= desviación estándar. 

El efecto del aumento de la concentración de AAPH fue evaluado hasta 400 

µM, pero se encontró que tenía un impacto relativamente pequeño, 

disminuyendo ligeramente el tiempo de análisis y aumentando la pendiente de 

la ecuación resultante de la relación ABCneta frente a la concentración de 

estándar. De hecho, concentraciones muy altas de AAPH aumentaron Ja tasa de 

reacción y en consecuencia disminuyeron la exactitud. De esta manera se 

encontró que AAPH a 100 µM representaba un buen equilibrio entre tiempo de 

corrida y exactitud. 

El tiempo de análisis promedio fue de 6 h (360 min), para alcanzar una 

absorbancia menor al 10% del valor inicial. Bajo estas condiciones, se determinó 

que los valores obtenidos para tres estándares de antioxidantes (catequina; 

ácido elágico y trolox) fueron reproducibles y exactos (cuadro 6), aún cuando se 

empleó sangre de diferentes donadores y almacenada en el laboratorio por 18 

días (es decir, 48 días después de su toma) . La precisión, expresada como la 

desviación estándar relativa (% DSR), para todos los compuestos analizados 

osciló entre 1,4 y 15%, y se observó que dicho valor tendió a aumentar conforme 

mayor el número de días de almacenamiento de la sangre. 

Sin embargo, estos valores son aceptables si se comparan con el método de 

ORAC, con el cual se obtienen porcentajes de error similares (Ou et al., 2001; 

Huang et al., 2002), tomando en consideración además que el ensayo ERYCA se 
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basa en un modelo celular. Estos resultados demuestran no solo la estabilidad 

de los eritrocitos en el medio durante el almacenamiento, sino también el 

comportamiento homogéneo entre células de glóbulos rojos de diferentes 

donadores de sangre. Con base en los resultados previos (cuadro 6), la exactitud 

del método varió de 92,5 a 107% para los ensayos individuales, y de 94 a 106% 

entre experimentos. 

Para permitir comparaciones con resultados obtenidos con ORAC, la 

robustez del método ERYCA fue evaluada para el Trolox, un derivado 

hidrosoluble de la vitamina E (cuadro 7). Diferentes muestras de sangre de al 

menos cinco donadores fueron utilizadas después de varios días de 

almacenamiento en el laboratorio, hasta un máximo de 28 días (58 días después 

de la otención de la sangre). La reproducibilidad del valor antioxidante, 

expresado como micromoles equivalentes de quercetina, fue alcanzada con una 

desviación estándar relativa máxima (DSR) de 15% para los ensayos 

individuales, cerca de 15% para los valores obtenidos usando la misma muestra 

de sangre pero diferentes tiempos de almacenaje, y cerca de 12% para todos los 

experimentos empleando diferentes donadores de sangre y tiempos de 

almacenamiento. 

Debido a que no es un compuesto natural, el Trolox no fue utilizado como 

estándar para la curva patrón de este ensayo. En su lugar, el estándar elegido 

fue la quercetina, un compuesto ampliamente extendido entre frutas y vegetales 

y que se ha detectado de manera natural en el torrente sanguíneo humano 

(Egert et al. , 2008). Para el método ERYCA, los límites de cuantificación y 

detección fueron estimados respectivamente en 3 y 2 µM de equivalentes de 

quercetina. De esta manera, el ensayo parece ser ligeramente más sensible que 

el método de ORAC, con valores respectivos de 12,5 y 5 µM de equivalentes de 

Trolox (Ou et al., 2001). Por tanto, los antioxidantes pueden ser analizados a 

concentraciones muy bajas, lo cual es más cercano a las concentraciones 

fisiológicas esperadas en el plasma sanguíneo (Egert et al., 2008). 
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Cuadro 6. Precisión y exactitud del ensayo ERYCA para diferentes donadores de sangre y tiempos de almacenamiento de la misma. 

Donante B (40 días) Donante C (32 días) Donante C (48 días) lnterexperimental 

Catequina 10 µM 18 µM 10 µM 18 µM lOµM 18 µM lOµM 18 µM 
ABCncta media 5,80 9,48 15,10 23,13 11,62 20,91 

Concentración media 10,00 17,98 9,98 18,04 9,35 15,03 9,78 17,02 

OS• 0,15 0,55 0,65 1,27 0,98 1,76 0,37 1,72 
% DSRb 1,50 3,07 6,60 7,10 11,80 11,70 0,04 0,10 
%REC' 100,00 99,89 99,80 100,22 93,50 83,50 97,77 94,54 

n 3 3 3 3 6 6 3 3 

Ácido elágico lOµM 18 µM lOµM 18µM lOµM 18 µM lO µM 18 µM 

ABCneta media 11,23 17,89 15,04 20,40 12,74 19,13 
Concentración media 10,39 17,29 10,76 16,83 10,84 16,48 10,66 16,87 

OS• 0,67 0,49 0,61 0,23 0,96 2,31 0,24 0,41 
%DSRb 6,46 2,83 5,70 1,40 8,90 14,00 0,02 0,02 

%RECc 103,90 96,06 107,60 93,50 108,40 91,56 106,63 93,70 

n 3 3 3 3 6 6 3 3 

Trolox 24µM 40 µM . 24 µM 40 µM 24 µM 40 µM 24µM 40µM 
.• , . ABCne1<1 media · .. é . 11~94 

. 
' 15,58 

'• 

4,36 6,14 9,44 13,94 · .·. 

Concentración media 25,78 .· 37,00 24,46 39,43 26,23 34,42 25,49 36,95 
DS• 4,07 2,12 1,12 1,72 2,47 1,72 0;92 2~51 

%DSRb 15,82 5,73 2,20 4,40 9,40 4,99 0,04 0,07 
%RECc 107,42 92,50 101,92 98,58 109,29 86,05 106,21 92,38 

' n 3 
•• 

3 ;..,. 3 3 ·. 6 ··, ,4 .• 3 3. 

• DS = desviación estándar. b DSR = desviación estándar relativa (DS/concentración media). e REC = % de recuperación (conc. media/conc. inicial). 
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Cuadro 7. Robustez de los valores de ERYCA para el Trolox empleando sangre tipo O 
Rh-positivo de diferentes donadores de sangre y tiempos de almacenamiento. 

Donante Días de almacenaje ERYCA (µM EQ) n 

A 50 0,48 ± 0,02 6 
B 35 0,45 ± 0,03 6 

B 40 0,41±0,04 3 
e 32 0,41±0,06 3 

e 40 0,53 ± 0,05 6 
e 48 0,56 ± 0,03 6 

e 52 0,41±0,06 6 
e 58 0,43 ± 0,04 6 

o 33 0,46 ± 0,04 6 

Promedio ± DS• 0,46 ± 0,06 

• DS =desviación estándar. 

El ensayo ERYCA fue utilizado para evaluar la capacidad antioxidante de 

compuestos naturales puros (figura 25). Dichos resultados fueron comparados 

con los valores obtenidos con el método ORAC (cuadro 8), los cuales para el 

caso de los estándares fueron similares a los reportados previamente por otros 

autores (Ou et al., 2001; Ou et al., 2002). Aunque no se encontró una correlación 

entre los valores de los dos métodos (r2 = 0,405), la jerarquía fue similar para los 

compuestos con baja capacidad antioxidante (ácido ascórbico y ácido gálico) y 

para aquellos con alta actividad antioxidante (ácido tánico). 

Cuando se utilizó los mismos equivalentes de Trolox para comparar la 

capacidad antioxidante con ambos métodos, los valores para el ácido elágico en 

ERYCA fueron mucho más altos que los valores para el Trolox o el ácido gálico. 

En contraste, para el método ORAC, la capacidad antioxidante del ácido elágico 

fue similar a la de los dos compuestos mencionados. Sin embargo, la catequina 

presentó una actividad antioxidante relativamente baja en el método ERYCA, 

pero una alta actividad antioxidante con ORAC, siendo casi comparable al valor 

del ácido tánico. 

No obstante, las comparaciones entre los dos métodos deben abordarse 

cuidadosamente, ya que están implicados mecanismos antioxidantes diferentes, 

aún cuando la habilidad de los compuestos de convertir radicales libres en 

especies no reactivas es valorada por ambos métodos. El método ERYCA 



63 

probablemente difiere en que se evalúa, no solo la habilidad de los compuestos 

de neutralizar los radicales peroxilo en solución, sino también la capacidad de 

proteger la membrana celular de los eritrocitos, sea por asociación específica 

con la membrana, o por penetración de las células y acción desde el espacio 

intracelular. 

Las diferencias observadas en las actividades antioxidantes enfre n1étodos 

también podrían estar relacionadas con la disparidad estructural de los 

compuestos estándares. Por ejemplo, se ha demostrado que los flavonoides 0-

metilados como la quercetina, exhiben una capacidad antioxidante mucho 

mayor que la catequina en ensayos de peroxidación lipídica (Heim et al., 2002), 

mientras que los valores antioxidantes de ambos compuestos son similares en 

ensayos de ORAC (Ou et al., 2001). Por consiguiente, dentro de un ensayo de 

base celular como ERYCA, parámetros fisiológicamente relevantes pueden 

influenciar la capacidad antioxidante de los compuestos, tales como 

lipofilicidad y capacidad de partición de membranas, características otorgadas 

por estruchiras químicas específicas (Heim et al., 2002). 
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Figura 25. Estructuras químicas de Jos compuestos fenólicos puros estudiados. 

Cuadro 8. Valores de ERYCA para diferentes compuestos antioxidantes natura les 
puros (media± desviación estándar, con n=6). 

Compuesto ORAC (µM ET) ERYCA (µM ET)a ERYCA (µM EQ) 

Ácido tánico 8,70 ± 0,80 14,20 ± 3,46 6,53 ± 0,58 
Ácido elágico 1,29 ± 0,10 3,83± 0,37 1,76 ± 0,05 

Quercetina 5,59 ± 0,50 2,17±0,20 1 
Ácido clorogénico 3,80 ± 0,30 2,13 ± 0,29 0,98 ± 0,10 

Catequina 7,86 ± 0,20 1,87 ± 0,17 0,84 ± 0,02 
Trolox 1 1,00 ± 0,13 0,46 ± 0,06 

Ácido gálico 1,00 ± 0,10 0,84 ± 0,08 0,38 ± 0,02 

Ácido ascórbico 0,85 ± 0,01 0,53 ± 0,06 0,24 ± 0,03 

0 La conversión se basó en: 1 ~1M trolox = (0,46 ± 0,06) pM eq uivalentes de quercetina. 

64 
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Los métodos ERYCA y ORAC también fueron empleados para evaluar la 

capacidad antioxidante de algunos jugos de fruta y de dos bebidas 

estimulantes, café y té (figura 26). Estadísticamente no se obtuvo una buena 

correlación entre métodos (r2 = 0,576). No obstante, la jerarquía en el orden de 

capacidad antioxidante fue similar para ambas metodologías, excepto en el caso 

del té y el jugo de mora. El jugo se ubicó en primer lugar en ERYCA y de 

segundo en ORAC. Este producto es rico en elagitaninos antioxidantes, hasta 

3,8 g de equivalentes de ácido elágico por kg de fruta fresca (Acosta-Montoya et 

al., 2010), lo cual puede explicar su mayor valor antioxidante en ERYCA, ya que 

el ácido elágico también presentaba un valor mayor en ERYCA (cuadro 8). 
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Figura 26. Comparación de valores de ERYCA y ORAC para diferentes jugos de frutas 
y bebidas (11=6). 

El método ERYCA también presenta el potencial para evaluar la capacidad 

antioxidante de fluidos biológicos como el plasma sanguíneo. Este ensayo 

puede valorar el estado antioxidante dentro del mismo ambiente encontrado in 

vivo, sin interferencia de compuestos químicos o antibióticos. De esta manera, 

resulta biológicamente más relevante que el método ORAC, debido a que en 



66 

lugar de utilizar un intermediario fluorescente artificial, las propiedades de 

dispersión de la luz de los eritrocitos son empleadas directamente como sonda. 

La figura 27 muestra los valores de ERYCA y ORAC para muestras de plasma 

sanguíneo de cinco voluntarios en ayuno. Los resultados difieren drásticamente 

entre métodos, y no se encontró una correlación estadística (r2 = 0,018). 
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Figura 27. Comparación de valores de ERYCA y ORAC para muestras de plasma 
sanguíneo de cinco voluntarios sanos en ayuno. Diferencia estadística significativa con 

la prueba t-student marcada con letras diferentes, letras romanas para ERYCA y 
griegas para ORAC (p < 0,05 y n=6). 

El método ERYCA parece discriminar significativamente mejor entre las 

muestras de plasma en comparación con el método ORAC. Con el valor 

antioxidante determinado por ERYCA se distinguen tres grnpos de baja, media 

y alta capacidad antioxidante, con diferencias significativas entre grupos, a 

diferencia de los valores de ORAC obtenidos. Adicionalmente, el valor 

promedio de capacidad antioxidante para el plasma de los cinco voluntarios 

con ERYCA es de (983 ± 582) µM EQ/1. Asumiendo un valor de conversión de 

0,46, esto es cerca de 2137 µM ET/l, lo cual representa 7 veces menos el valor 

promedio obtenido con ORAC para las mismas muestras de plasma (15827 ± 

1682 µM ET/l). 
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4.2. Valoración de la capacidad antioxidante de frutas y alimentos 
comunes a nivel químico y celular 

En primera instancia, se evaluó la capacidad antioxidante a nivel celular 

mediante el método ERYCA, de diferentes extractos de frutas y patrones 

comerciales de antioxidantes, incorporando una etapa adicional a la 

metodología descrita en la sección 3.1.5. Resulta importante resaltar que el área 

neta bajo la curva de degradación de la absorbancia, obtenida al deducir el área 

bajo la curva de los eritrocitos suspendidos solo con AAPH al área 

correspondiente a los eritrocitos con AAPH y un compuesto antioxidante 

(quercetina) o un extracto de fruta (mora y papaya), fue proporcional en todos 

los casos (r2>0,97), a la concentración del estándar o extracto de fruta (figura 28). 
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Figura 28. Ejemplos de la relación lineal entre el área neta bajo la curva de degradación 
de la absorbancia y la concentración de quercetina y extractos de mora y papaya . 
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Para el caso de la quercetina, el compuesto patrón elegido, la 

proporcionalidad fue comprobada entre al menos 2 y 24 µM . Nótese que la 

concentración plasmática de la quercetina después de la ingesta de alimentos 

ricos en compuestos fenólicos ha sido establecida en alrededor de 0,3 y 0,75 µM 

(Graefe et al., 2001), la cual no es tan distante del rango de concentración 

empleado en el ensayo ERYCA. El coeficiente de correlación (r2) entre el área 

neta bajo la curva y la concentración de quercetina fue superior a 0,98 en todos 

los análisis realizados, independientemente de los donadores de la sangre y el 

tiempo de almacenamiento (hasta 50 días), en concordancia con los resultados 

observados en la etapa anterior de la investigación. 

A pesar de que los sistemas de defensa antioxidante en los eritrocitos se 

agotan durante el almacenamiento de la sangre Uówik et al., 1997), y además 

pueden variar con la edad del donador y el tiempo de almacenaje, la inclusión y 

uso de las curvas de calibración de quercetina en cada ensayo de ERYCA, 

permiten obtener resultados repetibles, limitándose la variabilidad inter-ensayo 

(tal como se demostró en el cuadro 6). Consecuentemente, el área neta bajo Ja 

curva obtenida para la dilución de un extracto de fruta específico, puede ser 

relacionada con una concentración equivalente de quercetina (EQ), por unidad 

de masa de la parte comestible de la fruta analizada. 

Debido a que debe favorecerse la interacción entre los compuestos 

antioxidantes y las células de los glóbulos rojos, para permitir una mejor 

difusión a través del medio y eventualmente a través de las membranas de Jos 

eritrocitos, se realizó un pequeño ajuste al ensayo con respecto a Ja metodología 

presentada previamente, al introducir 15 min de incubación de Ja solución con 

el antioxidante a probar y los eritrocitos, antes de evaluar la capacidad de 

protección antioxidante. Como se muestra en el cuadro 9, Jos 15 min de 

incubación reducen significativamente la desviación estándar alrededor de la 

media, cuando se compara con ensayos sin dicha incubación previa, aunque 

ambas medias se mantienen estadísticamente similares (P < 0,05). 
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Cuadro 9. Reproducibilidad y exactitud del ensayo ERYCA para diferentes estándares 
de antioxidantes y dos extractos de frutas con y sin incubación previa por 15 min. 

ERYCA sin incubación ERYCA con incubación x 15 min 

• Media lnt. conf.• % error Media Int. conf.• % error 

Estándar µM EQ / µM estándar µM EQ / µM estándar 
Quercetina 1,07 0,13 12,1 1,04 0,07 5,8 
Ác. ascórbico 0,18 0,03 16,7 0,12 0,01 10,4 
Ác. tánico 6,12 1,21 19,7 4,58 0,20 4,5 
Catequina 1,87 0,17 9,0 1,71 0,04 2,2 
Trolox 0,46 0,06 13,0 0,40 0,02 5,9 

Extracto µM EQ / g materia seca µM EQ / g materia seca 
Mora 352 33,50 9,5 390 15,60 4,0 
Noni 80 1,25 1,6 84 1,50 1,8 

0 Variación con respecto a la media con un intervalo de confianza del 95%. 

La interacción de los polifenoles con las membranas celulares, a través del 

ingreso al interior hidrofóbico y la formación de puentes de hidrógeno, puede 

inducir cambios en las propiedades físicas de las membranas, los cuales se han 

relacionado con la protección de las mismas a la oxidación lipídica y proteica 

inducida por radicales libres (Oteiza et al., 2005). 

De esta manera, se ha demostrado que la quercetina y el resveratrol pueden 

acumularse dentro de la membrana de los eritrocitos después de solo 30 min de 

incubación, a concentraciones mucho mayores que las del medio circundante 

(Rizvi y Pandet, 2010). Otros autores han encontrado resultados similares para 

flavonoides extraídos de plantas, los cuales fueron localizados en la bicapa 

fosfolipídica de la membrana de los eritrocitos después de una hora de 

incubación (Suwalsky et al., 2009). 

Sin embargo, en nuestro caso, aunque se evaluó la incubación durante 30 

min, se alcanzaron resultados muy similares a los obtenidos con 15 min, 

probablemente debido a que durante la fase inicial del ensayo ERYCA, en los 

pozos de reacción de la placa para análisis, los antioxidantes van a estar en 

contacto con la suspensión de glóbulos rojos, por lo que éstos compuestos aún 

tienen la posibilidad de interactuar y eventualmente difundirse a través de la 

membrana de los eritrocitos. 
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El método modificado de ERYCA fue utilizado para evaluar la actividad 

antioxidante celular de extractos de 36 frutas tropicales consumidas 

comúnmente en América Latina. Se observó una buena estabilidad del sistema 

compuesto por las suspensiones de cada extracto de fruta con los eritrocitos. De 

esta manera, la solución PBS/eritrocitos sin AAPH pero en presencia de 

extractos de frutas presentó una línea base constante de absorbancia a 700 nm 

de 1,0 ± 0,2 a lo largo de todo el tiempo de ensayo (360 min), para todos los 

extractos de fruta en la dilución final correspondiente para cada uno (cuadro 

10). 

Los resultados obtenidos con el método ERYCA fueron comparados con su 

valor respectivo de ORAC-hidrofílico (cuadro 11). Para obtener comparaciones 

más acertadas con los valores de ORAC, los valores de ERYCA también se 

presentan en el cuadro 11 como micromoles equivalentes de Trolox (ET), 

tomando en cuenta que el valor promedio de ERYCA con el método 

modificado, para 1 µM de Trolox fue de (0,40 ± 0,02) µM equivalentes de 

quercetina (como se describe en el cuadro 9). 

Complementariamente, en el cuadro 12 se presentan los valores obtenidos 

con el método Folin-Ciocalteu en equivalentes de ácido gálico (EAG), obtenidos 

directamente con los extractos de las frutas (V m), tal como es reportado 

comúnmente en la literatura, así como también los valores correspondientes a la 

interferencia de compuestos no fenólicos (Ve). En la figura 29 se presentan las 

frutas clasificadas de acuerdo con su valor de ERYCA en el eje-y izquierdo, con 

su respectivo valor de ORAC-hidrofílico representado en el eje-y derecho. La 

figura 30 presenta las frutas clasificadas de acuerdo con su contenido total de 

polifenoles (CTP), incluyendo la representación de las interferencias evaluadas 

después de la separación de los compuestos no fenólicos con cartuchos de fase 

sólida. 
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Cuadro 10. Valores de absorbancia obtenidos al finalizar el ensayo ERYCA empleando 
eritrocitos con cada uno de los extractos de frutas analizados en ausencia de AAPH. 

Absorbancia Absorbancia 

Fruta después de 360 Fruta después de 360 

min de ensayo a 
min de ensayo a 

Agua de coco 1,05497862 Guaba 0,990446 
Maracuyá 1,25455861 Plátano cocido 1,22586692 
Granadilla 1,2486852 Arándano 1,27050898 

Pitanga 1,14112291 Guanábana 1,25223368 
Naranjilla 0,999362 Plátano frito 1,04545455 
Naranja 1,216455 Chayote 1,02172637 

Cas 1,10757523 Guayaba 1,24238026 
Mamón chino 1,08729595 Mango 1,09590793 

Marañón 1,04373278 Melón 1,18965517 
Papaya 1,03146233 Piña 1,07291667 

Noni 1,-04855491 Pitahaya 1,03056235 
Banano 1,09315699 Sandía 1,104531 
Pejibaye 1,08480331 Tamarindo 1,16723317 

Kiwi 0,99913043 Carambola 1,14546685 
Mora 1,26042781 Membrillo 0,99955774 

Mamey 0,99888889 Tomate de árbol 0,99567901 

Eritrocitos solos 1,07028622 1 Eritrocitos+ AAPH 0,098714 

ª Partiendo de una absorbancia inicial al tiempo O min de 1,0 ± 0,2 para todos Jos casos. 

Se aplicaron los dos métodos para analizar capacidad antioxidante (ERYCA y 

ORAC), con el propósito de determinar si existía correlación entre los 

resultados de ambos, a la vez que permitió evaluar el modelo celular con una 

amplia variedad de tipos de muestras. Por . otra parte, se incluyó la 

determinación del contenido total de polifenoles, ya que éstos han sido 

identificados como los principales responsables de las propiedades 

antioxidantes en los alimentos de origen vegetal (Magalhaes et al., 2009). 

Como se observa en las figuras 29 y 30, de las frutas analizadas, el arándano 

costarricense presentó los valores más altos para ERYCA, ORAC-H y contenido 

de polifenoles totales. Esta especie de arándano, endémica de nuestro país 

(Vaccinium consanguineum Klotzsch), es un arbusto encontrado entre Jos 3200 y 

3800 m sobre el nivel del mar, en las regiones montañosas de América Central y 

Panamá (Horn, 1998). El valor antioxidante determinado por ORAC-H es 



72 

excepcionalmente alto, si se compara con otras especies de Vaccinium 

encontradas en climas templados, las cuales presentan valores mucho más 

bajos, de 6000 a 8000 micromoles equivalentes de Trolox por cada 100 gramos 

de fruta en materia fresca (Prior et al., 1998; Wu et al., 2004a). Por otra parte, la 

mora tropical de altura de la variedad vino (Rubus adenotrichus Schltdl.) se ubicó 

en segunda posición como la fruta con los valores más altos de ORAC-H, 

ERYCA y contenido de polifenoles totales. Los resultados de ORAC y 

polifenoles totales fueron muy similares a los reportados previamente por otros 

autores (Cancel et al ., 2010). 

Debido a que ninguna de estas bayas es particularmente rica en vitamina C, 

la interferencia al momento de determinar el contenido total de polifenoles es 

muy pequeña, siendo menor al 10% del valor inicial (Vm) evaluado antes de la 

separación en fase sólida (cuadro 12). Por su parte, los altos valores de ERYCA 

observados se encuentran en concordancia con la evidencia de que, estas frutas 

son grandes fuentes de antocianinas, las cuales pueden mejorar potencialmente 

la resistencia de los e1itrocitos al estrés oxidativo in vitro e incluso in vivo 

(Y ou dim et al., 2000). 

Si comparamos los valores de ERYCA expresados de acuerdo con el estándar 

equivalente de Trolox, ambas bayas proveen a los eritrocitos cerca de un 55% 

más de protección contra el estrés oxidativo que hacia la fluoresceína (como se 

evalúa con el método ORAC). Evidencia reciente sugiere que las antocianinas 

pueden interactuar con los eritrocitos, ya que éstas parecen jugar un papel 

importante en la estabilización de la membrana celular de los glóbulos rojos 

(Mpiana et ql., 2010), lo cual implicaría un potencial efecto de protección 

antioxidante celular. De esta manera, cuando se compara con el método ORAC­

H, el ensayo ERYCA evidencia un nivel adicional de protección, el cual va más 

allá del simple efecto de neutralización de radicales peroxilo en solución como 

se evalúa con ORAC. 

La anterior observación es verdadera para la mayoría de frutas estudiadas, 

ya que la capacidad de protección de los eritrocitos con el método ERYCA, 

expresada en equivalentes de Trolox, es estadísticamente diferente (P < 0,02 

para comparaciones pareadas de medias ORAC-H/ERYCA), y en promedio, 2,5 

veces mayor que la capacidad de protección valorada para la fluoresceína con el 

método ORAC-H (cuadro 11). Estos valores demuestran que, en promedio, los 
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extractos de fruta ejercieron un efecto protector que no se limita solo a la 

neutralización directa de los radicales libres, sino que también se debe a efectos 

sinergíSticos entre el sistema de defensa natural de los eritrocitos y los 

compuestos naturales presentes en los extractos de fruta. 

En el caso del arándano y la mora, ese nivel adicional de protección de los 

eritrocitos fue relativamente bajo (1,55 veces mayor en promedio), si se compara 

con las otras frutas estudiadas, para las cuales dicho nivel extra alcanzó de 4 a 7 

veces mayor protección que para la fluoresceína (cuadro 11 ). Esto significa que, 

aunque las dos bayas presentaron los valores más altos de capacidad 

antioxidante tanto en ERYCA como ORAC, la importancia de la protección 

antioxidante celular es más limitada que en el caso de otras frutas como 

marañón o maracuyá por ejemplo (cuadro 11). 

Solamente un pequeño número de los extractos de frnta proporcionaron a los 

eritrocitos la misma o menor protección antioxidante que para la fluoresceína; 

estos fueron: la guaba, papaya, sandía, guanábana, piña y broza de café. Una 

posible explicación, es que los compuestos antioxidantes principales de estas 

frutas no pudieron interactuar efectivamente con la membrana de los 

eritrocitos, de manera que el efecto observado probablemente se debió 

únicamente a la neutralización de radicales libres. Otra posible razón, es el 

hecho de que estas frutas podrían contener compuestos que afecten la 

resistencia de los eritrocitos al estrés oxidativo. Para la papaya y la piña, la 

posible presencia de proteasas activas en el extracto, o en el caso de la broza de 

café, la presencia de compuestos como el ácido cafeico o clorogénico, podrían 

incrementar la suscep!ibilidad de las lipoproteínas de membrana, induciendo 

una mayor tasa de disrnpción celular, aún cuando se observó una buena 

estabilidad del sistema eritrocitos/extracto de fruta al menos durante el tiempo 

de duración del ensayo (cuadro 10). 

El marañón (Anacardium accidenta/e L.) mostró el tercer valor más alto de 

ERYCA, mientras que el mamey (Pouteria sapota) se ubicó en tercer lugar entre 

las frutas con mayor valor de ORAC-H y contenido de polifenoles totales 

(figuras 29 y 30). Los extractos de marañón presentaron mucha mayor 

capacidad de proteger los eritrocitos del estrés oxidativo inducido por el AAPH 

(4,3 veces más que para la fluoresceína). El marañón contiene una importante 

cantidad de vitamina C, reportada en 190 mg / 100 g de fruto (Rufino et al., 
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2010), lo cual es corroborado por el alto valor de interferencia (Ve) utilizando el 

reactivo Folin-Ciocalteu. Este alto contenido de vitamina C también podría 

explicar el alto valor obtenido con el ensayo de ORAC-H. 

Sin embargo, las diferencias entre los valores de ERYCA y ORAC tienden a 

confirmar, que la protección antioxidante del extracto de marañón es derivada 

principalmente de efectos celulares no considerados por el ensayo de ORAC-H. 

De hecho, los compuestos fenólicos principales del marañón son los ácidos 

anacárdicos (Bolelli Broinizi et al., 2007; Morais et al., 2010), lípidos fenólicos 

que según se ha reportado, interactúan con la bicapa fosfolipídica de la 

membrana de los eritrocitos (Stasiuk y Kozubek, 2008; Stasiuk y Kozubek, 

2010). A partir de este punto, estos compuestos podrían actuar como sustratos 

intracelulares para las oxidoreductasas del PMRS (como en el caso de la 

quercetina), mejorando así la protección de la membrana celular frente a los 

radicales libres (Fiorani y Accorsi, 2005; Kennett y Kuchel, 2006; 

Vlachodimitropoulou et al., 2010). El valor mucho mayor de ERYCA en 

equivalentes de Trolox respecto al valor de ORAC-H parece corroborar esta 

suposición (figura 29). 

Por su parte, el mamey contiene una alta cantidad de carotenoides (de Rosso 

y Mercadante, 2007), los cuales podrían haber sido parcialmente extraídos con 

la acetona acuosa. No obstante, se ha encontrado que algunos compuestos 

carotenoides interactúan con las membranas de los eritrocitos limitando la 

peroxidación lipídica (Nakagawa et al., 2009), lo cual podría explicar el alto 

valor de ERYCA obtenido para esta fruta. 

Las dos variedades de guayaba (Psidium gua;ava L.) y el cas (Psidium 

friedrichsthalianum [O. Berg] Nied.), también mostraron valores altos con el 

método ERYCA (figura 29). En promedio, dichos valores fueron 2,5 veces 

mayores que para el método ORAC-H, cuando se compararon con el mismo 

equivalente del estándar de Trolox. Los resultados de ORAC . y polifenoles 

totales fueron muy similares a los reportados previamente para estas frutas 

(Thaipong et al., 2006). De nuevo, la mayor protección antioxidante otorgada a 

los eritrocitos probablemente sea el resultado de efectos de tipo celular. Al 

respecto, estas frutas son relativamente ricas y balanceadas en ácido ascórbico, 

carotenoides y compuestos fenólicos (Thaipong et al., 2006), los cuales podrían 
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conferir un efecto sinergístico positivo sobre la protección antioxidante de los 

eritrocitos. 

La carambola (Averrhoa carambola L.) y la pitahaya roja (Hylocereus 

costaricensis [F.A.C. Weber] Britton & Rose), presentaron los siguientes valores 

más altos de ERYCA en la escala de las frutas evaluadas. En ambos casos, pero 

en mayor medida para la pitahaya, el potencial antioxidante fue mayor con el 

método ERYCA que con el de ORAC. Al respecto, un valor similar de ORAC 

fue reportado previamente para la pitahaya roja (Vaillant et al., 2005). 

La carambola y la pitahaya roja contienen taninos condensados de catequina 

y epicatequina (Shui y Leong, 2004; Rebecca et al., 2010), y aunque su extracción 

con acetona acuosa no se ve particularmente favorecida, parte de estos 

compuestos podría estar presentes en el extracto, y eventualmente interactuar 

con los eritrocitos. Recientemente se ha planteado que la captación de (-) 

epicatequina por parte de los eritrocitos humanos, tiene un papel importante en 

la regulación del PMRS (Maurya y Prakash, 2011). Adicionalmente, la pitahaya 

es muy rica en betalaínas (Vaillant et al., 2005), las cuales se ha reportado que 

interactúan con la membrana de los eritrocitos aumentado su resistencia al 

estrés oxidativo (Tesoriere et al., 2005). Por consiguiente, la comparación entre 

los métodos de ERYCA y ORAC resulta nuevamente útil para evidenciar los 

efectos a nivel celular, que mejoran la protección de la membrana de los 

eritrocitos contra la peroxidación lipídica. 

El noni (Morinda citrifolia L.), la pitahaya amarilla (Hylocereus megalanthus [K. 

Schumann ex Vaupel] Ralf Bauer), el tamarindo (Tamarindus indica L.), y la 

maracuyá (Passijlora edulis Sims var. Flaviéarpa), conforman el cuarto grupo de 

frutas con un alto valor relativo de ERYCA y un valor medio de ORAC-H. Para 

el caso del noni, previamente se han reportado valores de ORAC (Chan-Blanco 

et al., 2007; USDA, 2010), y son comparables con los datos obtenidos en nuestro 

estudio. Para la pitahaya amarilla y el tamarindo, no fue posible obtener valores 

publicados por otros autores con el método ORAC-H. Para el tamarindo, se han 

reportado altos valores con el método antioxidante FRAP (Lamien-Meda et al., 

2008), lo cual concuerda con el relativamente alto valor de ORAC-H obtenido 

en la presente investigación, confirmando así una significativa actividad de 

neutralización de radicales peroxilo. 
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Dentro de este grupo, la maracuyá presentó casi 5 veces mayor protección 

para los eritrocitos que para la fluoresceína, a pesar de que su contenido total de 

polifenoles es relativamente bajo cuando se excluyen las intereferencias. Como 

en el caso de la pitahaya roja, la pitahaya amarilla y el noni proporcionaron 

alrededor de 2,6 veces más protección para los eritrocitos en el ensayo ERYCA, 

que para la fluoresceína en el ensayo ORAC-H, cuando se compararon ambos 

métodos empleando el mismo estándar equivalente de Trolox. Debido a que 

todos estos extractos presentaron cantidades de compuestos fenólicos un tanto 

bajas (CTP < 65 mg EAG / 100 g PF), así como una relativamente baja actividad 

de neutralización de radicales peroxilo (como se evaluó con el método ORAC), 

la protección mejorada de los eritrocitos podría ser atribuida a mecanismos a 

nivel celular. Este grupo de frutas ha sido poco estudiado, y merece un estudio 

más detallado de su composición química, con el fin de elucidar cuáles 

compuestos antioxidantes pueden interactuar con los glóbulos rojos y mejorar 

la protección de la membrana celular. 

Un quinto grupo de frutas con valores medios de ERYCA está conformado 

por tomate de árbol, membrillo, granadilla, broza de café, naranja, pitanga, 

banano, mango, guaba, naranjilla, kiwi, piña, guanábana, melón y papaya. Los 

valores de ORAC-H reportados previamente (USDA, 2010) para la naranja, 

banano, naranjilla, kiwi, piña y melón se encontraron en el mismo orden de 

valor que los determinados en nuestro estudio. En el caso de la papaya, nuestro 

valor de ORAC-H fue significativamente mayor (el doble), que el reportado en 

la base de datos de la USDA, mientras que para el mango, nuestro valor 

obtenido fue cerca de 3 veces menor que el reportado. Estas diferencias pueden 

ser atribuidas a diferencias en el cultivar de la fruta estudiada. 

Dentro de este último grupo, la mayoría de las frutas presentaron valores 

similares de ERYCA y ORAC-H cuando se expresaron como equivalentes de 

Trolox. Excepciones fueron la granadilla, el mango y la naranjilla, las cuales 

presentaron valores mayores en ERYCA, y tal como se destacó anteriormente, la 

broza de café, guaba, piña y guanábana más bien mostraron valores más bajos 

en el método ERYCA. La granadilla, el mango, la naranja y la naranjilla 

contienen una cantidad relativamente alta de carotenoides, lo cual podría 

explicar la mejor respuesta en el ensayo con los eritrocitos, aún cuando su 

extracción con acetona acuosa pudo ser baja. Resulta interesante notar, que 
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tanto la granadilla como el maracuyá presentaron la misma relación: alto 

ERYCA/bajo ORAC (expresados como ET). Dado que ambas pertenecen al 

género Passiflora, probablemente contienen compuestos similares que proveen 

mayor protección a los eritrocitos, aún cuando tienen un pobre efecto de 

neutralización directa de radicales peroxilo como se evidencia con ORAC-H. 

La broza y las semillas de café contienen cantidades importantes de ácido 

clorogénico, el cual se ha encontrado que ejerce un efecto protector 

(dependiente del tiempo y la concentración), contra la hemólisis de los 

eritrocitos inducida por el AAPH (Tang y Liu, 2008) . En los ensayos de ERYCA 

y ORAC-H (cuadro 11), la broza de café presentó valores similares con el 

mismo estándar equivalente, lo que comprueba que en nuestro caso, el efecto 

protector del ácido clorogénico y sus isómeros probablemente se debe más a un 

efecto de neutralización directa de radicales peroxilo, y no a una protección 

relacionada con las células. 

Para el caso de la guaba, el valor de ORAC-H fue excepcionalmente alto, el 

cual fue confirmado con datos reportados por otros autores (Silva et al., 2007). 

Sin embargo, como se observó anteriormente, el extracto mostró una muy baja 

capacidad de retrasar la hemólisis de los eritrocitos sujetos a estrés oxidativo, 

indicando la presencia de otras reacciones que incluso podrían haber reducido 

la resistencia de las membranas de los eritrocitos a la peroxidación lipídica. A 

pesar de una amplia revisión bibliográfica, prácticamente no existe información 

disponible sobre la composición bioquímica de esta fruta tropical, lo cual limita 

la discusión de los resultados obtenidos. 

El último grupo de frutas mostró valores muy bajos tanto para los ensayos de 

ERYCA como los de ORAC-H, incluyendo aguacate, mamón chino, sandía, 

agua de coco y las frutas cocinadas (plátano, chayote y pejibaye). Excepto para 

el mamón chino, todas estas frutas también presentaron un contenido total de 

polifenoles muy bajo, lo cual podría explicar los bajos resultados en actividad 

antioxidante. El mamón chino exhibió un valor de ORAC-H similar al de la 

naranja, ya que contiene también una cantidad similar de compuestos no 

fenólicos interferentes con el reactivo Folin-Ciocalteu (cuadro 12), 

mayoritariamente vitamina C, tal corno se reportó previamente (Leong y Shui, 

2002). Por su parte, el aguacate presentó un valor de ORAC-H mucho menor a 

los valores reportados en otras investigaciones (Wu et al., 2004a; Wu et al., 
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2004b), incluyendo también un contenido de polifenoles muy bajo. El agua de 

coco también mostró muy bajos contenidos de polifenoles totales, lo cual podría 

ser la razón por la que su actividad antioxidante estimada con los dos métodos 

fue prácticamente inferior al límite de detección. 

Dentro de este grupo, las frutas cocinadas (chayoye, plátano y pejibaye) 

presentaron muy baja actividad antioxidante. Debido a su im.portante 

contenido de almidón, o a la presencia de compuestos antinutricionales en el 

caso del pejibaje, estas frutas son consumidas generalmente cocidas, de manera 

que dicha cocción podría reducir el contenido de compuestos antioxidantes. A 

pesar de que el pejibaye es una fuente destacada de carotenoides, 

principalmente isómeros de caroteno (de Rosso y Mercadante, 2007), el extracto 

presenta un bajo valor de ERYCA, aunque éste último es ligeramente superior 

que el valor de ORAC-H expresando con el mismo estándar. El plátano maduro 

frito presentó valores antioxidantes ligeramente superiores que los del plátano 

cocido, tanto para ERYCA como ORAC, así como en el contenido total de 

polifenoles, probablemente debido a un contenido mayor de materia seca, o a la 

presencia de productos de la reacción de Maillard generados durante el proceso 

de fritura, dado el alto contenido de azúcares del producto, y la temperatura 

elevada aplicada en su preparación. 
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Cuadro 11. Valores de ERYCA y ORAC hidrofílico para 36 frutas tropicales evaluadas. 

Humedad ERYCA (µM ORAC-H (µM ERYCA (µM ERYCA/ORAC-H 
Fruta Nombre taxonómico (%) EQ/100 g MF) ab . ET /100 g MF) ab ET /100 g MF) (µM ET /100 g MF) 

Aguacate Persea americana var. Hass 71,6 124 ± 6 214 ± 22 309±14 1,44 
Banano Musa AAA cv. Grand nain 86,2 398 ± 21 561±25 995±10 1,77 

Mora Rubus adenotrichus 85,4 5757 ± 358 9327 ± 618 14392 ± 247 1,54 

Arándano Vaccinium consanguineum 76,5 6345 ± 395 10217 ± 506 15862 ± 202 1,55 
Marañón Anacardium accidenta/e L. 88,2 3796±180 2182±111 9490 ± 44 4,35 
Chayote Sechium edule 93,9 69 ±5 24±1 173±1 7,08 

Agua de coco Cocos nuci[era 96,2 0±0 0±0 0±0 2,36 

Broza de café Coffea arabica 89,2 601±20 1440 ± 65 1503 ± 26 1,04 

Cas Psidium friedrichsthalianum 85,4 2542±119 2279 ± 34 6356±14 2,79 

Pitahaya Hylocereus costaricensis 89,1 1738 ± 64 935 ± 54 4346 ± 22 4,65 
Granadilla Passifiora ligularis 83,1 612 ± 18 253±17 1531±7 6,06 

Guayaba rosada Psidium guajava 86,3 2777 ± 117 2608 ± 177 6941±71 2,66 
Guayaba blanca Psidium guajava 85,9 2351±93 2575±171 5878 ± 68 2,28 

Guaba Inga edulis M. 63,3 379 ±9 2508±148 947 ± 59 0,38 

Kiwi Actinidia deliciosa 86,6 287 ± 22 608 ± 40 717±16 1,18 
Naranjilla Citrus x limonia Osbeck 91,5 328±13 339 ± 14 821 ±5 2,42 

Mamey Pouteria sapota 81,3 3764±183 4829 ± 233 9411±93 1,95 

Mango Mangifera indica var. Criollo 84,2 380±16 255± 8 950 ± 3 3,72 

Melón Cucumis mela var. Cantaloupe 90,6 246 ±4 309±13 615 ±5 1,99 
Noni Morinda citrifolia 86,8 1421±31 1352 ± 50 3552 ± 20 2,63 

Naranja Citrus sinensis var. Valencia 87,1 580 ± 22 883 ± 51 1451±20 1,64 

Papaya Carica papaya var. Criolla 86,3 168 ± 12 733 ± 37 420±15 0,57 

Maracuyá Passiflora edulis var. Flavicarpa 85,7 907 ± 33 467±18 2266 ± 7 4,86 
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Cuadro 11 (continuación). Valores de ERYCA y ORAC hidrofílico para 36 frutas tropicales evaluadas. 

Fruta Nombre taxonómico Humedad ERYCA (µM ORAC-H (µM ERYCA (µM ERYCA/ORAC-H 
(%) EQ/100 g MF) ab ET/100 g MF) ab ET/100 g MF) (µM ET/100 g MF) 

Pejibaye Bactris gasipaes 57,6 30 ±2 49±1 76±1 1,55 

Piña Ananas comosus var. Dorada 84,5 279±18 728 ± 23 697 ± 9 0,96 

Pitahaya amarilla Hylocereus megalanthus 87,6 1355 ± 52 1285 ± 79 3388 ± 32 2,64 
Plátano frito Musa paradisiaca L AAB 58,4 120 ± 7 162 ± 4 300 ± 2 1,85 

Plátano cocido Musa paradisiaca L AAB 64,8 87±3 90±4 218 ±2 2,43 

Mamón chino Nephelium lappaceum 85,1 98 ± 4 78±4 245 ±2 3,12 

Guanábana Annona muricata 85,0 249±16 762 ± 49 622 ± 20 0,82 

Carambola Averrhoa carambola 92,3 1820 ± 81 2696±103 4550 ± 41 1,69 

Pitanga Eugenia uniflora 88,6 418 ± 22 724 ± 53 1045 ± 21 1,44 
Tamarindo Tamarindus indica 56,1 1209 ± 25 1865±142 3023 ± 57 1,62 

Tomate de árbol Solanum betacea 84,5 732 ± 53 1272 ± 80 1831±32 1,44 

Sandía Citrullus lanatus 92,2 66 ±3 223±8 164±3 0,74 

Membrillo Cydonia oblonga 82,0 701±48 1353 ± 67 1742 ± 48 1,29 

" Datos expresados como materia fresca (MF) del total de la parte comestible de la fruta como forma usual de consumo. 
b Valor promedio de dos muestras analizadas de manera independiente por sextuplicado cada una± intervalo de confianza al 95%. 

EQ = equivalentes de quercetina / ET= equivalentes de trolox. 
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Cuadro 12. Resultados de la medición de polifenoles totales con el reactivo Folin Ciocalteu en el 
extracto inicial de fruta (V m), después de la extracción en fase sólida de los compuestos fenólicos 

(Ve) y el contenido total de polifenoles (CTP = Vm - Ve). 

Vm (mg EAG / V. (mg EAG I CTP (mg EAG / 
0 1 

• • 

Fruta lOO g MF) ab lOO g MF) ab lOO g MF) ab 10 mterferenc1a 

Aguacate 6,9 ±2,2 4,1 ±2,7 2,7 ± 0,1 60 
Banano 65,5±1,9 12,4 ± 0,4 53,0 ± 2,2 19 
Mora 948,6± 2,3 82,0 ± 3,4 866,6± 1,2 9 

Arándano 1454,0 ± 59,7 85,6 ± 2,3 1368,4 ± 57,4 6 
Marañón 872±14 167,0 ± 7,8 705,0 ± 7,7 19 
Chayote 19,4 ± 0,3 4,8 ± 0,2 14,6 ± 0,5 25 

Agua de coco 0,010 ± 0,001 0,010 ± 0,001 0±0 100 
Broza de café 1018,5 ± 21,6 624,3±19,0 394,2 ± 2,7 61 

Cas 687,4 ± 28,6 69,5 ± 2,1 617,8 ± 26,5 10 
Pitahaya 83,8±1,8 67,7±1,1 16,1±0,7 81 

Granadilla 50,7 ± 0,4 37,9±1,1 12,8 ± 0,7 75 
Guayaba rosada 528,6 ± 4,7 49,3 ± 2,0 479,3 ± 3,0 9 
Guayaba blanca 444,6 ± 3,3 77,3 ± 2,4 367,3±1,0 17 

Guaba 392,4 ± 3,8 59,0 ± 0,5 333,4± 3,3 15 
Kiwi 104,7 ± 0,7 77,8 ± 0,8 26,9 ± 0,1 74 

Naranjilla 0,1±0,0 0,1±0,0 0±0 78 

Mamey 419,2 ± 6,0 35,7 ±1,8 383,5 ± 7,7 9 
Mango 62,8 ± 2,1 21 ,9 ± 0,6 40,9±1,0 35 
Melón 37,1±0,9 31 ,8 ± 0,6 5,4 ± 0,2 86 
Noni 145,5 ± 4,6 104,9 ± 6,4 40,6±1,9 72 

Naranja 88,4 ± 3,3 42,1±3,0 46,3 ± 0,3 48 
Papaya 99,4 ± 2,1 96,3 ± 2,3 3,1±0,2 97 

Maracuyá 68,6 ± 0,1 46,1±0,4 22,5 ± 0,7 67 
Pejibaye 57,3 ± 0,5 31,6 ± 0,1 25,6 ± 0,4 55 

Pi11a 106,0±1,8 53,5±1,5 52,5 ± 0,7 51 
Pitahaya amarilla 93,8 ± 2,0 29,9±1,0 63,9 ± 3,0 32 

Plátano frito 111,3 ± 0,5 33,3±1,6 77,9 ± 2,1 30 
Plátano cocido 52,0 ± 0,3 12,6 ± 0,8 39,4±1,0 24 
Mamón chino 158,2 ± 4,0 79,8±1,0 78,4± 0,1 50 

Guanábana 131,9 ± 2,6 46,3 ±2,9 85,6± 2,2 35 
Carambola 383,8 ± 6,3 19,9±0,4 363,9 ± 6,7 5 

Pitanga 139,1±1,5 35,3 ± 0,8 103,8 ± 0,6 25 
Tamarindo 198± o 49,1±1,5 148,9 ± 1,5 25 

Tomate de árbol 100,2 ± 0,5 42,0 ± 0,4 58,2 ± 0,1 42 
Sandía 21,3 ± 0,3 26,3 ± 0,5 0±0 100 

Membrillo 282,03 ± 0,7 231,12 ± 0,60 50,9 ± 0,2 82 

' Datos exp resad os com o materia fresca (MF) del total de la p a rte comes tible de la fruta (EAG =equiva lentes de ácido gáli co). 
b Valor promedio d e d os muestras inde pendientes por tripli cad o± intervalo de confianza al 95%. 
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Figura 29. Capacidad antioxidante de 36 frutas evaluadas con los métodos ERYCA y ORAC-hidrofílico (valores expresados como equivalentes 
de quercetina para ERYCAy como equivalentes de Trolox para ORAC-H por cada 100 gramos de materia fresca± intervalo de confianza al 

95%). 
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Figura 30. Contenido total de polifenoles (CTP) de 36 frutas evaluadas con el método Folin-Ciocalteu modificado. 
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En términos generales, las correlaciones de Pearson entre los valores de 

ERYCA, ORAC-H y CTP fueron altamente positivas, con un r2 entre 0,887 y 

0,926, tanto en base de peso fresco como seco (cuadro 13). Estas altas 

correlaciones no fueron observadas en la etapa previa de la investigación 

(sección 3.1), dado que se procesó una menor cantidad de datos. No obstante, 

estas correlaciones generales ocultan algunas discrepancias entre los métodos, 

tal como fue destacado previamente. Nótese que el coeficiente de correlación es 

mucho más bajo para el valor Vm, el cual es comúnmente reportado en la 

literatura para el contenido total de polifenoles, y es obtenido cuando el método 

Folin-Ciocalteu es empleado directamente en el extracto inicial de la fruta sin 

eliminar la interferencia de compuestos no fenólicos. Con base en la materia 

seca, la ausencia de correlación del valor V m con ambos métodos antioxidantes 

(ORAC-H y ERYCA) es aún más notoria. Con estos datos se puede concluir que 

en frutas, el método modificado de Folin-Ciocalteu permite una mejor 

evaluación de los contenidos totales de polifenoles. 

Cuadro 13. Coeficientes de correlación de Pearson para los resultados de ERYCA, 
ORAC hidrofílico, contenido total de polifenoles (CTP), V m y Ve. 

Variables ERYCA ORAC-H CTP Vm 
ORAC-H 0,926 (0,926)• 

CTP 0,890 (0,903) íl 0,887 (0,898) íl 

Vm 0,763 (0,493) íl 0,767 (0,287) íl 0,939 (0,539) ª 

v. 0,010 (0,008) ª 0,035 (0,088) íl 0,236 (0,349) ª 0,531 (0,920) o 

0 Entre paréntesis el coeficiente de correlación con base en el peso seco de las muestras. 

Estos resultados nos sugieren la utilidad de determinar la participación 

relativa de las frutas, en la capacidad antioxidante potencial de la dieta habitual 

consumida en América tropical. Para millones de personas en esta región, la 

cual abarca América Central, la región del Caribe y parte del norte de América 

del Sur, las comidas usualmente están centradas en arroz y frijoles, a menudo 

acompañadas de plátano cocido y jugo de fruta, además de la porción ocasional 

de carne (Glassman et al., 2010). 

El arroz blanco cocinado, presentó valores indetectables de ERYCA y de 

contenido total de polifenoles, y un valor de ORAC-H de solo (3,9 ± 0,3) 

micromoles equivalentes de Trolox por cada 100 gramos de materia fresca. Los 
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frijoles negros (Phaseolus vulgaris L.), cocinados de la manera usual, mostraron 

un valor de ERYCA de (9,3 ± 0,3) micromoles equivalentes de quercetina por 

cada 100 gramos de materia fresca, u n valor de ORAC-H de (237 ± 7) µmol ET 

por 100 g de PF y un contenido total de polifenoles de (43,6 ± 1,7) miligramos 

equivalentes de ácido gálico por cada 100 gramos de materia fresca. 

Notablemente, el extracto de frijoles mostró una muy limitada capacidad de 

retrasar la hemólisis de los eritrocitos, en contraste con su alto valor de ORAC­

H. Una posible explicación es que los frijoles negros, aún cocidos, pueden 

contener residuales de inhibidores enzimáticos, hemaglutininas y saponinas 

que exhiben propiedades hemolíticas conocidas. 

Se asumió que una comida habitual en nuestro país incluye alrededor de 100 

g de arroz cocido, 30 g de frijoles cocidos, 50 g de plátano maduro frito y 250 ml 

de un jugo de fruta diluido (Ministerio de Salud, 1996). Se utilizaron dos jugos 

para la comparación: uno elaborado con papaya, fruta que presentó valores 

antioxidantes relativamente bajos, y otro preparado con mora, la cual exhibió 

uno de los mayores valores antioxidantes. La contribución al potencial 

antioxidante total de la dieta habitual, evaluado por ERYCA, de los productos 

basados en frutas (plátano y jugo) fue de 95% con el jugo de papaya, y del 99% 

con el jugo de mora (figura 31). De acuerdo con el método ORAC-H, la 

contribución de estos productos es menor, entre 65% (con jugo de papaya) y 

91% (con jugo de mora), pero aún sigue siendo altamente preponderante. 



Valores ERYCA (f!tnol EQ) 

+ 
ó 

Figura 31. Contribución respectiva al potencial antioxidante total de una comida 
habitual evaluada con el ensayo ERYCA (jugo de papaya en dilución 1/2 en agua y 

juego de mora en dilución 1/10 en agua). 
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4.3. Efecto del tratamiento térmico y la digestión in vitro sobre la 
capacidad antioxidante de un jugo de fruta 

A partir de los resultados obtenidos en la sección anterior (cuadro 11), se 

determinó que el arándano y la mora fueron los alimentos con los valores más 

altos en las tres variables respuesta (ORAC, ERYCA y polifenoles totales). Para 

la selección del producto que sería analizado en esta siguiente etapa de la 

investigación, también fueron considerados otros factores, como extensión de 

siembra, relevancia económica, frecuencia de consumo, costo y facilidad de 

adquisición, entre otros. 

Como se ha reportado, la mora es una buena fuente de antioxidantes, pues 

contiene niveles importantes de varios compuestos fenólicos (Acosta-Montoya 

et al., 2010). En el caso de las variedades tropicales de altura, como la utilizada 

en la presente investigación, el fruto posee mayores contenidos de antocianinas 

y elagitaninos solubles que otras moras de climas templados, e incluso 

sobrepasa a la granada real ("pomegranate"), considerada como una "súper 
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fruta" a nivel antioxidante (Gancel et al., 2010). Así mismo, para el año 2005, la 

producción de mora en nuestro país se estimó en aproximadamente 1650 

toneladas, y la producción combinada de México, Centro y Sur América 

correspondió a casi el 25% de la producción mundial (Strik et al., 2007). De esta 

manera, se seleccionó la mora para la producción de un jugo microfiltrado, el 

cual fue sometido a un tratamiento térmico y a un proceso simulado de 

digestión in vitro. 

Respecto al tratamiento térmico, en la figura 32 se presenta el perfil de 

temperatura registrado a lo largo del ensayo, con lo cual se comprueba que la 

temperatura de tratamiento (90 ºC), fue alcanzada rápidamente (menos de 1 

min), y se mantuvo constante durante los tiempos de tratamiento establecidos. 

Lo anterior resulta de gran importancia, pues se trató de reproducir a nivel de 

laboratorio, un tratamiento de pasteurización industrial típico, el cual se 

caracteriza por una elevación rápida de la temperatura al nivel de 

pasteurización, el mantenimiento de dicha temperatura por el tiempo 

requerido, y finalmente el descenso rápido de la misma (Ramaswamy y 

Marcotte, 2006). Adicionalmente, debe resaltarse que los tiempos de 

pasteurización en jugos de fruta comúnmente son cortos (cuadro 2), de ahí la 

selección de los tiempos de tratamiento aplicados en la presente investigación. 
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Figura 32. Perfil de tiempo y temperatura registrado durante el tratamiento térmico 
aplicado al jugo microfiltrado de mora . 
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El cuadro 14 presenta los valores promedio de capacidad antioxidante 

(ERYCA y ORAC) y polifenoles totales, correspondientes al jugo de mora 

microfiltrado sometido a los diferentes tratamientos. Con base en el análisis 

estadístico (cuadro 15), se observa que el tratamiento térmico por sí solo no 

presentó un efecto significativo sobre las variables respuesta analizadas. Sin 

embargo, la combinación del tratamiento térmico y la digestión in vitro, sí 

mostró un efecto significativo sobre los valores de capacidad antioxidante y 

contenido total de polifenoles. 

Respecto al tratamiento térmico, como se ha comentado antes, su efecto sobre 

los compuestos antioxidantes es dependiente de la matriz y el tipo de proceso 

(Damodaran et al., 2008). En jugo de naranja ("blood orange"), tratado durante 1 

min a 80 ºC, Lo Scalzo et al. (2004), reportan un ligero incremento del contenido 

de compuestos fenólicos después de dicho tratamiento, lo cual se reflejó en un 

pequeño aumento de la capacidad antioxidante del jugo. Por el contrario, en 

jugo de toronja, Igual et al. (2010), observaron que la pasteurización disminuyó 

en un 25% el contenido total de compuestos fenólicos, y en un 80% la capacidad 

antioxidante. En el caso del procesamiento de la fresa en jugos y purés, 

Hartmann et al. (2008), encontraron un aumento del 6-10% de la capacidad 

antioxidante con el tratamiento térmico, aún cuando se evidenció un descenso 

importante (cerca del 30%), del contenido total de polifenoles. 

Para el caso del procesamiento de la mora, en la elaboración de una bebida a 

escala industrial, Gancel et al. (2010) determinaron que el tratamiento térmico, 

en especial el escaldado, redujo drásticamente el contenido de antocianinas, 

mientras que el llenado en caliente, degradó de manera importante el contenido 

de elagitaninos; lo cual tuvo un impacto negativo en la capacidad antioxidante 

del producto final. Por su parte, en la elaboración de purés y jugos de mora, con 

el tratamiento térmico se reportan pérdidas de hasta un 65% de antocianinas 

monoméricas, asociado a un descenso importante en la capacidad antioxidante 

(Hager et al., 2008); mientras que para los elagitaninos, se reportan cambios 

mínimos por el procesamiento térmico (Hager et al., 2010). 

En nuestro caso, a pesar de que el proceso de pasteurización no presentó un 

efecto significativo sobre el contenido total de polifenoles y la capacidad 

antioxidante del jugo microfiltrado de mora, sí se observó un ligero descenso de 

la actividad antioxidante por ERYCA y ORAC en el tiempo inicial de 
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tratamiento térmico (30 s), seguido de un aumento de dicha actividad con el 

tratamiento más prolongado (cuadro 14). De esta manera, para tratamientos 

cortos con calor, podría detectarse una reducción de las propiedades 

antioxidantes debido a pérdida de antioxidantes naturales y/o la formación de 

sustancias pro-oxidantes; mientras que para tiempos prolongados de 

calentamiento, esta pérdida podría verse minimizada o incluso incrementada, 

por el mejoramiento de la actividad antioxidante, así como la generación de 

nuevas especies con actividad antioxidante (Nicoli et al., 1999). 

Sin embargo, deben resaltarse los resultados obtenidos de la combinación del 

tratamiento térmico y la digestión in vitro, pues se detectó un descenso 

importante de la capacidad antioxidante y el contenido total de polifenoles 

(cuadro 14). Aún más, se podría establecer una relación entre el tiempo de 

pasteurización y el proceso de digestión simulada, ya que como se observa en 

la figura 33, entre más prolongado el tratamiento térmico, mayor fue la 

disminución de los parámetros analizados por efecto de la digestión in vitro. 

En las muestras que no fueron pasteurizadas, con el proceso de digestión se 

detectó una disminución pequeña de la capacidad antioxidante (7-8%), mientras 

que en las muestras que también fueron tratadas térmicamente, las pérdidas de 

capacidad antioxidante fueron desde un 18-19% (30 s) hasta un 37-44% (180 s). 

En cuanto a los polifenoles totales, dicho efecto fue más contundente, pues las 

muestras sin tratamiento térmico evidenciaron una disminución del 40% con la 

digestión in vitro, y al combinar con el tratamiento térmico, dicha disminución 

alcanzó hasta un 70% (figura 33). 

Estas observaciones podrían relacionarse con el hecho de que, el tratamiento 

térmico podría haber inducido cambios en la estructura química de los 

compuestos antioxidantes originales, así como su asociación con otras 

macromoléculas dentro del jugo, lo cual aumentó su vulnerabilidad a la 

actividad de las enzimas empleadas en la digestión in vitro. 



Cuadro 14. Valores de ERYCA, ORAC y contenido total de polifenoles de las muestras de jugo microfiltrado sometidas a diferentes 
tratamientos. 

Tratamiento ERYCA (µM EQ / l de jugo)• ORAC-H (µM ET/ l de jugo)• CTP (mg EAG / l de jugo) b 

90 ºC x O s, sin digerir 20206±1399 34552 ± 2392 2597±17 
90 ºC x 30 s, sin digerir 19801±1241 32150 ± 2122 2660 ± 27 
90 ºC x 90 s, sin digerir 25070 ± 872 42870 ± 979 2704±15 

90 ºC x 180 s, sin digerir 22621±1092 38682±1868 2752±17 
90 ºC x O s, digerido 18807 ± 764 32161±1306 1531±12 

90 ºC x 30 s, digerido 16568 ± 866 28331±1481 903±13 
90 ºC x 90 s, digerido 14609 ± 775 24981±1325 793±14 
90 ºC x 180 s, digerido 12641 ±514 21615 ± 880 781±13 

ª Valor promedio de dos muestras analizadas de manera independiente por triplicado, con seis réplicas cada una± intervalo de confianza al 95%. 
b Valor promedio de dos muestras independientes analizadas por triplicado, con tres réplicas cada una± intervalo de confianza al 95%. 

Cuadro 15. Análisis de covarianza del efecto del tratamiento térmico y la digestión in vitro, 
sobre los valores de ERYCA, ORAC y polifenoles totales del jugo de mora microfiltrado. 

Probabilidad asociada 
Efectos ERYCA ORAC POLIFENOLES TOTALES 

Tratamiento térmico 0,3340 0,3250 0,2757 

Tratamiento térmico+ Digestión in vitro 0,0069* 0,0069* 0,0415* 

* Significativo, p < 0,05. 
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Figura 33. Pérdidas estimadas de los valores de capacidad antioxidante y polifenoles 
totales por la digestión in vitro del jugo microfiltrado de mora. 

El cuadro 16 presenta resultados de algunos ensayos de simulación in vitro 

de la digestión realizados por otros autores, empleando condiciones similares a 

las del presente trabajo (digestión gástrica con pepsina y HCl, seguida de 

digestión intestinal con pancreatina y sales biliares). Como se observa, en la 

mayoría de los casos se presentan pérdidas grandes en el contenido de 

compuestos fenólicos, como en el caso de la presente investigación. Sin 

embargo, a pesar de dicha disminución, en algunos casos también se reportan 

aumentos en la capacidad antioxidante de los alimentos, generalmente 

relacionados con la posible generación de nuevas especies con actividad 

antioxidante. 

Como se ha comentado con anterioridad, los fitoquímicos, una vez 

absorbidos, pueden encontrarse en el organismo inalterados o en forma de 

varios metabolitos. En este sentido, los polifenoles son en gran parte 

deglicosilados cuando son absorbidos a través de la barrera intestinal, y son 

conjugados a grupos glucoronil y sulfato a nivel de los intestinos y el hígado, lo 

cual podría relacionarse con un impacto directo en su capacidad antioxidante 

(Manach et al., 2009). 
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Cuadro 16. Efecto de la digestión simulada a nivel in vitro sobre el contenido de 
antioxidantes reportado por otros autores. 

Alimento Efecto principal Referencia 

Aro ni a 
(" chokeberry") 

Bebida de frutas 
(uva, naranja y 

albaricoque) 
Bebida de frutas 
(uva, naranja y 

albaricoque) 

Frambuesa 

Vino tinto 
(diferentes 
fracciones) 

Jugo de granada 
real 

( "pornegrana te") 
Dieta mediterránea 

(España) 

"Chokeberry", pera, 
banano, manzana, 

ciruela 

Pérdida del 43% de antocianinas totales y del 
26% de flavonoles. Aumento del contenido 

de ácido clorogénico en 24%. 

Disminución en un 47% del contenido total 
de compuestos fenólicos. 

Aumento del 59% del valor antioxidante por 
ORAC. Disminución del contenido de ácido 

ascórbico en 36% y de polifenoles en 16%. 

Pérdida del 30% de las antocianinas. 

Actividad antioxidante aumentó de 100 a 
1000 veces, y aumentó la concentración de 
algunos compuestos fenólicos como ácido 

cafeico y p-cumárico. 
Pérdida del 70% de los compuestos fenólicos 

totales, degradación> 95% del ácido 
ascórbico. 

Disminución del 52% de los polifenoles 
dietarios totales 

"Chokeberries", peras y bananos con menor 
potencial antioxidante que las frutas frescas. 

Manzanas y ciruelas con efecto inverso. 
En todos los casos disminuyó el contenido de 

polifenoles totales. 

Bermúdez-Soto 
et al. (2007). 

Cilla et al. 

(2009). 

Cilla et al. 

(2011). 

McDougall et 
al. (2005) . 

Noguer et al. 
(2008). 

Pérez-Vicente 
et al. (2002). 

Saura-Calixto 
et al. (2007). 

Tarko et al. 
(2009) 

Por otra parte, la· evaluación de los polifenoles por HPLC fue empleada 

solamente para el análisis cualitativo de las muestras, de manera que se 

pudieran detectar cambios en el perfil de polifenoles como resultado de los 

distintos tratamientos. En primer lugar, en la figura 34 se resumen los 

resultados del análisis por HPLC de la muestra de jugo rnicrofiltrado de mora 

sin tratar. Los cuatro compuestos fenólicos identificados corresponden a 

cianidin-3-glucósido y cianidin-3-malonil glucósido (antocianinas principales) y 

lambertianina C y sanguiin H-6 (elagitaninos principales). Dichos resultados 

coinciden con los reportados por otros autores empleando mora de la misma 

variedad utilizada en el presente trabajo (Mertz et al., 2007; Cancel et al., 2010). 
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Figura 34. Compuestos fenólicos principales detectados por HPLC en el jugo de mora. 
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En el cuadro 17 se presentan los valores de antocianinas totales y 

elagitaninos totales, evaluados mediante HPLC, del jugo de mora microfiltrado 

sometido a los distintos tratamientos aplicados para la presente investigación. 

Debe resaltarse que no fue posible obtener datos de las muestras sometidas a la 

digestión in vitro, ya que la concentración final de dichos compuestos fue 

inferior a los límites de detección del equipo de HPLC. Se emplearon varios 

métodos de concentración para éstas muestras (burbujeo con nitrógeno y 

evaporación en rotavapor), los cuales no fueron suficientes para obtener una 

concentración adecuada, a la vez que en el caso del rotavapor, se requería de un 

tiempo prolongado de calentamiento, el cual podría haber afectado los valores 

de capacidad antioxidante y polifenoles totales. 

Como se observa en el cuadro 17, los contenidos de antocianinas y 

elagitaninos totales permanecieron prácticamente inalterados durante el 

tratamiento térmico, pues no se encontró diferencia significativa entre dichos 

valores (p= 0,5284 y 0,5653 respectivamente). Así mismo, no se detectaron 

cambios aparentes en los cromatogramas de HPLC para cada tiempo de 

tratamiento térmico, por lo que fueron prácticamente iguales al cromatograma 

mostrado en la figura 34. Dichos resultados coinciden con el comportamiento 

observado, tanto para la capacidad antioxidante evaluada mediante ERYCA y 

ORAC, como para el contenido de polifenoles totales (cuadro 14). 

Cuadro 17. Valores de antocianinas y elagitaninos totales estimados por HPLC de las 
muestras de jugo sometidas a tratamiento térmico. 

Antocianinas totales Elagitaninos totales 
Tratamiento (mg equivalentes de cianidin-3- (mg equivalentes de ácido 

glucósido/ l de jugo) a elágico / 1 de jugo) a 

90 ºC X os 1325±107 1087 ± 91 

90 ºC X 30 s 1260 ± 23 1137±13 
90 ºC X 90 s 1274 ± 56 1006 ± 55 

90 ºC X 180 s 1344 ± 60 1213 ± 30 

ªProme dio de dos muestras independientes analizadas por tr iplicado ± intervalo de confianza a l 95%. 
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CONCLUSIONES Y OTRAS CONSIDERACIONES 

El método ERYCA constituye un ensayo original para emplear un modelo 

celular en la determinación automatizada de la actividad antioxidante. El 

método es relativamente rápido (5-6 h aproximadamente), si se compara con 

otros modelos celulares. Debido a que puede ser automatizado, en un solo 

análisis se pueden evaluar hasta 8 muestras por sextuplicado con 2 curvas 

patrón. La metodología resultó reproducible, ya sea empleando eritrocitos de 

diferentes donadores, o empleando la misma muestra de sangre con hasta 58 

días de almacenamiento en refrigeración. El ensayo resultó ser más sensible que 

el conocido método de ORAC, pues permitió discriminar mejor entre muestras 

distintas. Adicionalmente, a pesar de ser un modelo celular, el método ERYCA 

resultó poco costoso, pues se eliminan las etapas de cultivo celular. 

Tal como se mencionó en el marco teórico del presente documento, los 

eritrocitos ya han sido utilizados para evaluar la capacidad antioxidante, 

principalmente a través de la medición del nivel de hemólisis causado por los 

radicales libres. Al realizar el ensayo desde esa perspectiva, se requiere una 

etapa adicional de centrifugación, la cual además de consumir tiempo, impide 

la automatización y la realización de estudios de cinética para grandes números 

de muestras. En adición, se requieren consideraciones especiales para asegurar 

que las respuestas evaluadas son específicas de la hemólisis, y que no incluyen 

la subsiguiente oxidación de la hemoglobina que está expuesta directamente a 

los radicales libres. 

Otros métodos más conocidos para evaluar actividad/capacidad antioxidante 

como ORAC, TRAP, TEAC, TOSC, PSC y FRAP, presentan limitaciones debido 

a la incapacidad de representar la complejidad de los sistemas biológicos. Estos 

métodos evalúan solamente reacciones químicas, las cuales no pueden ser 

interpretadas como representativas de la actividad in vivo, ya que no toman en 

consideración la biodisponibilidad, estabilidad, retención en los tejidos o 

reactividad de los compuestos bajo condiciones fisiológicas. En este sentido, los 

modelos celulares se plantean como un enfoque más completo para la 

determinación de la actividad antioxidante de alimentos, fitoquímicos y 

suplementos dietarios con potencial actividad biológica. 
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En esta etapa inicial de desarrollo de la metodología, solo se tomó en 

consideración la actividad antioxidante global. No se realizó distinción alguna 

entre las moléculas con capacidad de atravesar o interactuar con las membranas 

celulares de los eritrocitos. En la siguiente etapa de la investigación se abordó 

dicho aspecto, al incluir un paso adicional de lavaqo después de la incubación 

de los eritrocitos con los compuestos antioxidantes. 

Al incorporar el paso adicional de incubación al método ERYCA, se 

comprobó que éste método permite evaluar tanto la neutralización directa de 

radicales libres, como también la potencial protección a nivel celular. Los 

resultados obtenidos mostraron que, cuando se compara con el mismo 

equivalente del estándar de Trolox, el efecto protector de los extractos de fruta 

sobre los eritrocitos fue en promedio, 2,5 veces mayor que la protección sobre la 

fluoresceína, tal como es valorado con el método de ORAC-hidrofílico. La 

protección antioxidante celular de los extractos evaluados con ERYCA osciló 

entre O y 6345 micromoles equivalentes de quercetina por cada 100 gramos de 

materia fresca, siendo las bayas tropicales: arándano y mora (Vaccinium 

consnnguzneum y Rubus adenotrichus), las frutas con los mayores valores 

antioxidantes. 

Los coeficientes de correlación entre ERYCA, ORAC-H y contenido total de 

polifenoles (evaluado con un método modificado que excluye la interferencia 

por compuestos no fenólicos), fueron bastante altos (r2 > 0,89), aún cuando se 

encontraron algunas discrepancias entre los resultados de los diferentes 

métodos . 

En el método ERYCA, no se puede especificar qué parte ·de la protección 

antioxidante exhibida se debe a procesos relacionados con las células o a la 

neutralización directa de radicales libres en el medio circundante. No obstante, 

gracias a la comparación con ORAC, el cual evalúa exclusivamente la actividad 

de neutralización de radicales peroxilo, se evidencia la importancia relativa de 

la protección celular sobre la capacidad antioxidante global de los extractos de 

frutas. En consecuencia, el ensayo ERYCA en combinación con el de ORAC, 

permite mejorar las estrategias de determinación del potencial antioxidante de 

Jos alimentos. 



97 

Adicionalmente, los resultados obtenidos con ambos ensayos, en particular 

con ERYCA, demuestran la importancia de los productos basados en frutas 

como fuentes primordiales de antioxidantes en la dieta en América Latina. Esta 

información es altamente relevante, debido a que dicha dieta es consumida 

habitualmente por millones de personas, incluyendo los más pobres, a la vez 

que se ha observado una tendencia a remplazar el hábito tradicional de 

consumir jugos de frutas por bebidas gaseosas, las cuales tienen prácticamente 

nula actividad antioxidante. Este último aspecto podría explicar parcialmente, 

la creciente incidencia y prevalencia de enfermedades relacionadas con el estrés 

oxidativo observada recientemente en esta población. 

En concordancia con otras investigaciones, se encontró que la degradación de 

compuestos bioactivos en alimentos debido al procesamiento, es un factor 

dependiente del tipo de proceso y de la matriz. En el caso de la presente 

investigación, el tratamiento térmico por sí solo no representó una depreciación 

del contenido total de polifenoles y la capacidad antioxidante del jugo 

microfiltrado de mora. Sin embargo, se requiere un mejor entendimiento del 

proceso de degradación de dichos compuestos, no solo por las pérdidas 

potenciales de los mismos durante el procesamiento y almacenamiento, sino 

también por las posibles implicaciones a la salud humana (como el desarrollo 

de sustancias con actividad prooxidativa por ejemplo). 

Los resultados de la digestión in vitro del presente trabajo, muestran que los 

polifenoles dietarios son altamente sensibles a las condiciones simuladas del 

tracto estomacal e intestino delgado, pues se presentaron pérdidas muy 

elevadas del contenido total de polifenoles, lo cual estaría directa.mente 

relacionado con la disminución de la capacidad antioxidante del jugo, también 

reportada en esta investigación. Así mismo, se evidenció un efecto de 

sinergismo, entre el tratamiento térmico y la digestión in vitro, pues entre más 

prolongado el proceso de pasteurización, mayores las pérdidas por acción de la 

digestión simulada. 

Además, una implicación importante del proceso de digestión in vitro, se 

refiere a las posibles modificaciones de la estructura química de los polifenoles 

originales, lo cual podría relacionarse con cambios en la biodisponibilidad y 

actividad biológica de éstos a nivel in vivo. 
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A partir de estos resultados, se podría inferir que una importante proporción 

de los compuestos antioxidantes en el jugo, podrían haber sido transformados a 

otras formas estructurales desconocidas o que no pudieron ser detectadas bajo 

la metodología empleada. Esto refuerza la necesidad de contar con estudios 

clínicos en humanos, de manera que se pueda estudiar los productos finales de 

la ingesta de los alimentos (plasma, orina, heces), para dilucidar el destino 

metabólico de estos compuestos, y poder así obtener una idea más cercana del 

potencial antioxidante "real" de los alimentos. 
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