Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Determinacién de prolina en zumos de naranja comerciales como parametro de
genuinidad

M.A. Hernandez-Torres!, R.A. Calderén-Fernandez!, J.A. Rodriguez-Arzave®.
1 Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Departamento de Quimica, Av. Pedro
de Alba s/n, Ciudad Universitaria, CP 66450, San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn, México.
oiramalbert@gmail.com

RESUMEN: El jugo (zumo) de naranja es una bebida altamente consumida en todo el mundo. Es una bebida
refrescante y constituye una fuente de nutrientes esenciales como vitamina C, acido folico, flavonoides, minerales
y aminoacidos benéficos para la salud. Por su popularidad, los jugos de naranja son objeto de adulteracion, por lo
gue es conveniente evaluar su calidad y genuinidad mediante perfiles bioquimicos caracteristicos del fruto. En el
zumo de naranja, la prolina es el aminoacido predominante, por ello el objetivo de este trabajo fue determinar la
concentracion de prolina en siete jugos de citricos comercializados como “100% naturales” en el &rea
metropolitana de Nuevo Leon y determinar su genuinidad. El contenido de prolina se determiné mediante el
método espectrofotométrico con Ninhidrina-DMSO en medio acido. Ademas, se evalud la calidad de los jugos
acorde a la normatividad mexicana. Algunos de los zumos de naranja comerciales cumplieron con los parametros
de calidad sefialados en la legislacién mientras que, el contenido de prolina fue inferior a 0.475 + 0.016g/L, valor
no acorde a lo reportado en la literatura.
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ABSTRACT: Orange juice is a highly consumed around the world. It is a refreshing drink and a source of
essential nutrients such as vitamin C, acid folic, flavonoids, minerals and amino acids beneficial for health.
Because of his popularity, orange juices are target to adulteration, so it is convenient to evaluate their quality and
authenticity by means of biochemical profiles characteristic of the citric fruits. In the orange juice, proline is the
predominant amino acid, therefore the objective of this study was to determine proline content in seven citrus
juices marketed as "100% natural" in the metropolitan area of Nuevo Leon and determine its authenticity. Proline
content was determinate by spectrophotometry with acid Ninhydrin-DMSQO. In addition, we evaluated the quality
of orange juices according to Mexican Normativity. Some of commercial orange juices met the quality
parameters referred to in legislation while proline content was less than 0.475 + 0.016 g/L, value not according to
what was reported in the literature.
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INTRODUCCION

La naranja, es uno de los frutos mas consumido en México y junto al limén y la toronja constituye uno
de los principales productos de exportacion. Por su sabor agridulce y aroma fresco citrico frutal, la
naranja, ademas de consumirse como fruta fresca, es utilizada en la cocina nacional e internacional en
la preparacion de platillos, ensaladas y postres. En la gastronomia se emplea tanto el zumo como la
cascara, mientras que, en la industria agroalimentaria es insumo para la obtencion de aceites esenciales
y pectinas, asi como para la produccion de mermeladas, concentrados, néctares y jugos frescos
(SAGARPA, 2017).

En el afio 2016, la naranja valencia fue el cultivo perenne con la mayor superficie sembrada en México
con poco mas de 335 mil hectareas y una produccion de 4.60 mil millones de toneladas, de los cuales
solo el 0.4 % fue exportado. Veracruz es el principal productor del fruto citrico, seguido por los estados
de Tamaulipas, San Luis Potosi y Nuevo Leo6n. Actualmente se satisface el 100 % de los
requerimientos nacionales con produccién interna siendo el zumo de naranja el principal producto
procesado por la industria agroalimentaria (Flores, 2017; SAGARPA, 2017).
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Se conoce como zumo de naranja al liquido colectado de la parte comestible de naranjas en buen
estado, maduras y frescas, no diluido, no concentrado, no fermentado, y sometido a tratamiento
adecuado que mantenga sus caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas al envasarse; puede 0 no,
contener pulpa de fruta y aditivos procedentes del mismo fruto, ademas debe estar exento de corteza,
semillas y materia ajena (CODEX STAN 247-2005; NMX-F-118-1984).

El zumo de naranja es una bebida popular refrescante de agradables propiedades sensoriales; es fuente
de diversos nutrimentos esenciales como é&cido folico, B-caroteno, flavonoides, vitamina C y
aminoacidos; Ademas, posee un alto valor calérico. Se ha reportado que su ingesta trae consigo
beneficios a la salud como son prevenir la obesidad, la litiasis renal, asi como enfermedades
relacionadas con la edad (Chiosa et al., 2005; Cerqueira et al., 2014 y Kim et al., 2017).

El mercado del jugo de naranja es uno de los més competitivos a nivel mundial. Sin embargo, su
popularidad lo convierte en blanco de adulteracién y fraude. En los jugos de frutas, la dilucion con
agua, jugos de frutas, o la adicion de jarabes de fructosa y colorantes constituyen el tipo de
adulteraciéon mas comudn, mientras que, las formas mas sofisticadas incluyen el aditamento de
aminoacidos como la glicina y &cido glutamico e incluso el empleo de hidrolizados proteicos con el
objetivo de aumentar el contenido de nitrégeno (Twohig et al., 2011; Acevedo et al., 2018).

Existen distintos perfiles quimicos para evaluar la adulteracion de los zumos de frutas. Los analisis
cuantitativos para determinar la autenticidad de los zumos de naranja incluyen la determinacion de
acidos organicos, carbohidratos, flavonoides y aminoacidos mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), cromatografia gas-liquido y espectroscopia fluorescente (Ammari, 2015; Acevedo
2018).

Algunos paises de América del Sur emplean el indice de formol como pardmetro de calidad para
establecer la genuinidad de jugos frutales, el analisis quimico determina el contenido de nitrégeno
aminico, sin embargo, no es una prueba especifica para determinar el contenido de aminoacidos
propios del jugo debido a que cualquier grupo amino libre es causa de un resultado positivo (Bosso et
al., 2007; Segurondo et al., 2013). Actualmente, en México los parametros fisicoquimicos
ampliamente utilizados para evaluar la calidad de los zumos de naranja son la acidez i6nica y titulable,
el % de solidos disueltos y el indice de Madurez (NMX-F-118-1984). Dicho perfil fisicoquimico
brinda poca informacion que ayude a establecer, con certeza, la autenticidad del zumo; por lo que es
menester incluir otros analisis que ofrezcan un perfil bioquimico representativo del fruto, como es el
contenido aminoacidico. Uno de los aminoacidos presentes en mayor proporcion en los zumos de
frutas, es la prolina. La prolina cumple diversas funciones fisioldgicas en los vegetales, es un
osmoprotector en situaciones de estrés por la presencia de metales y sales en el suelo, asi como por la
falta de agua (Rienth et al., 2014). Por ello, esta investigacion se emprendié con el objetivo de
determinar el contenido de prolina en zumos de naranja comercializados en el area metropolitana de
Nuevo Ledn y como parametro de genuinidad. Los zumos de naranja comerciales analizados en este
trabajo, cumplieron con los parametros de calidad sefialados en la legislacion mexicana; Sin embargo,
el contenido de prolina no es concordante con lo sefialado en diversas investigaciones.

MATERIALES Y METODOLOGIA

Muestra de trabajo

Siete jugos de citricos comercializados como “jugo 100 % natural” fueron obtenidos mediante un
muestreo aleatorio en comercios localizados en la ciudad de Monterrey N.L. y su area metropolitana.
Se consiguieron seis zumos de naranja: uno en presentacion frasco vidrio con 413 mL designado como
jugo A; tres en presentacion frasco plastico, de los cuales, dos contenian 480 mL y uno 430 mL y que
fueron etiquetados como jugo B, C y D respectivamente; dos zumos en presentacion tetrapack de 200
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mL cada uno designados como E y F. Ademas, se adquirié un zumo de toronja en presentacion
tetrapak de 1L. Las muestras fueron mantenidas bajo refrigeracion a 4°C hasta el momento de su
analisis.

Preparacion de la Muestra

Una alicuota de 20 mL de jugo fue colocada en un tubo cénico con capacidad de 50 mL y se llevé a
centrifugaciéon durante 15 minutos a 2500 RPM con la finalidad de precipitar los detritos de tejido
frutal. La muestra de trabajo fue diluida 1:50 empleando agua bidestilada como diluyente.

Cuantificacion de Prolina

El contenido de prolina fue determinado espectrofotométricamente por el método Ninhidrina-DMSO
en medio &cido propuesto por Rienth y colaboradores en el afio 2014, empleando prolina como
estandar. En un tubo de ensaye de 13 x 100 mm con tapon de rosca se anadieron 750 pL de jugo
previamente centrifugado y diluido, enseguida se agregaron 750 uL de &cido férmico concentrado. La
mezcla en el tubo fue agitada en vortex durante un minuto y enseguida se afiadieron 750 pL de una
solucion de Ninhidrina al 3 % p/v disuelta en Dimetilsulfoxido y se agité nuevamente durante 2
minutos en vortex. El tubo se coloc6 en un bafio de agua en ebullicion durante 15 minutos. Al terminar
el tiempo de reaccion, el tubo fue retirado del bafio de agua y se dejo enfriar a temperatura ambiente.
Una vez frio el tubo, la solucién se transfirié a una celda para espectrofotémetro con 1 cm de paso de
luz y se midié la absorbancia en un espectrofotdmetro Spectronic Genesys 5 empleando una longitud
de onda de 520 nm. EI contenido de prolina fue estimado por interpolacién de los datos en una curva
de regresién lineal (Y= 0.0622x — 0.0066, Rz = 0.9999) establecida con soluciones de prolina en un
rango de concentracion de 2.5 a 15 mg/L. Cada zumo de naranja fue analizado por quintuplicado.

Perfil fisicoquimico

Ademas del contenido de Prolina, a los zumos comerciales de naranja, se les realizé un perfil
fisicoquimico acorde a la legislacion mexicana. Para el contenido de sdlidos disueltos totales (°Brix),
pH y acidez total se empled el zumo directamente del envase. La determinacion de los sélidos disueltos
totales se realizé conforme a lo sefialado en la Norma Mexicana NMX-F-103-1982, utilizando un
Refractdmetro tipo Abbe. El pH se determiné de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NMX-F-317-S-
1978, con la ayuda de un potenciémetro Corning Modelo 430 con electrodo combinado. La acidez total
se evalud siguiendo lo sefialado en la Norma Mexicana NMX-F-011-1982, los resultados fueron
expresados como gramos de acido citrico/100 mL de zumo. Los analisis descritos se realizaron por
quintuplicado para cada jugo comercial.

RESULTADOS Y DISCUSION

El método Ninhidrina/DMSO en medio acido permitié la determinacién del contenido de prolina en los
siete zumos comerciales evaluados en esta investigacion. Los datos obtenidos se presentan en la figura
1. En ella se observa que, el contenido de prolina fluctué en rango comprendido entre 0.216 + 0.007
g/L para el zumo de toronja hasta 0.475 + 0.016 g/L para el zumo de naranja F, ambos comercializados
por el mismo proveedor.
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Figura 1 Contenido de prolina en zumos comerciales de naranja. Se muestra
media y barras de error (F=803.683, p<0.05).

El contenido de prolina en los zumos comerciales analizados fue inferior a lo encontrado por Zeng y
colaboradores en el afio 2015, quienes determinaron 0.9559 + 0.0129 gramos de prolina por litro de
zumo de naranja no comercial. En el afio 2013, Segurondo y colaboradores sefialaron a la prolina como
principal aminoéacido presente en zumos de naranja en concentraciones que van desde 0.620 g/L hasta
los 3.97 g/L y al igual que Rienth y colaboradores mencionan que, bajo condiciones acidas la prolina
es el inico aminodcido que reacciona frente al reactivo de ninhidrina.

Por otra parte, Acevedo y colaboradores en el afio 2018 analizaron mediante HPLC, el contenido
aminoacidico de zumos de naranja comerciales y artesanales presentes en la ciudad de Cartagena de
Indias, Colombia, asi como en el zumo fresco de naranja valencia; los resultados mostraron un
contenido de prolina entre 3.82 y 7,43 g/Kg en los jugos comercializados, mientras que, en el jugo
fresco de naranja, el valor de prolina fue de 320 g/Kg, indicando adulteracién de los zumos
comerciales por dilucion con agua o por la adicién de jarabes dulces.

Ademas, la calidad del jugo de naranja comercializado fue evidenciada acorde al perfil fisicoquimico
sugerido por la Norma Mexicana NMX-F-118-1984. Los resultados se muestran en la tabla I.
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Tabla I. Perfil fisicoquimico evaluado a los zumos comerciales de naranja.

Zumo §6Iidos Acidez tha.l * DS indice de
Comercial Dlsyeltos pH * DS ) (g de Acido Madurez
(°Brix) DS citrico/100 mL)
Naranja A 11.48 + 0.04 3.47 £ 0.02 0.97 £ 0.00 11.82
Naranja B 8.30 £ 0.00 3.30+0.03 0.97 £ 0.03 8.40
Naranja C 8.36 £ 0.11 3.22 £ 0.03 0.65 + 0.00 12.91
Naranja D 12.50 + 0.00 3.30+0.03 0.87 £ 0.04 14.40
Naranja E 11.36 £ 0.26 3.22 £+ 0.03 0.76 £ 0.03 14.86
Naranja F 11.88 £ 0.16 3.71 £ 0.01 0.76 £ 0.00 26.20
Toronja 11.34 £ 0.19 3.26 £ 0.00 1.63 £0.05 6.95
NMX-F-118-1984 10.5-13.5 3.00 - 4.00 0.65 -1.85 12 - 20

Los resultados revelaron que, los zumos de naranja comercializados A, D y E cumplen con lo
establecido en la legislacién mexicana. No obstante, para los zumos de naranja B, C y F los parametros
fisicogquimicos como solidos disueltos (°Brix), acidez total e indice de madurez sugieren gque para su
elaboracién se emplearon frutos con diferente grado de maduracion: frutos inmaduros para los zumos
B y C mientras que, un fruto muy maduro se utilizé para el zumo de naranja F. Con respecto al jugo de
toronja, el contenido de &cido citrico fue mayor al mostrado por los zumos de naranja, sin embargo,
cumple con las especificaciones sefialadas en la Norma Mexicana NMX-F-018-1968 para zumos de
toronja.

Aunque algunos de los zumos de naranja comerciales analizados en este trabajo, cumplieron con los
parametros de calidad sefialados en la normatividad, en general, el contenido de prolina no es
concordante con los registros literarios obtenidos a partir de zumos de naranjas frescas, sugiriendo que,
los productos comercializados podrian tratarse de néctar elaborado a partir de jugo concentrado o son
“zumos” diluidos y ajustados en los parametros relacionados al sabor y palatabilidad.
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