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RESUMEN:

El consumo de frutos principalmente los conocidos como “rojos” se considera una alternativa para la
prevencion de diversas enfermedades, otorgando este beneficio sustancias nutracéuticas como
polifenoles, fisetina y resveratrol. En este trabajo se determinaron éstos tres nutracéuticos usando frutos
frescos de fresa (Fragaria ananassa), arandano (Vaccinium oxycoccus) y uva (Vitis vinifera). Estos
fueron producidos localmente y cultivados bajo diferentes tecnologias ya que, puede variar la
concentracion de éstos nutracéuticos. Se realiz6 la extraccion de polifenoles y se cuantificaron por la
técnica de Folin-Ciocalteu, mediante una curva de calibracion con acido géalico y con comportamiento
lineal, se midieron las absorbancias de los extractos por espectroscopia UV/VIS a 765 nm, y los resultados
de las medias se analizaron mediante una comprobacién de comportamiento por la prueba de Shapiro-
Wilk y por la prueba T-Student. En 30 muestras se determiné la presencia de fisetina en fresa (FAR,
FAM, FCR Y FCM). En el caso de la determinacién de resveratrol solo fue detectado en uva red globe,
blueberrie y fresa agroecoldgica rosa. La fresa agroecolégica rosa fue la que mayor concentracion de
polifenoles mostro.
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ABSTRACT:

The consumption of fruits mainly known as "red" is considered an alternative for the prevention of various
diseases, granting this benefit nutraceutical substances such as polyphenols, fisetin and resveratrol. In
this work, these three nutraceuticals were determined using fresh fruits of strawberry (Fragaria x
ananassa Duch), blueberry (Vaccinium oxycoccus) and grape (Vitis vinifera). These were produced
locally and grown under different technologies since the concentration of these nutraceuticals can vary.
The polyphenols were extracted and quantified by the Folin-Ciocalteu technique, using a calibration
curve with gallic acid and with linear behavior, the absorbances of the extracts were measured by UV /
VIS spectroscopy at 765 nm, and the results of the means were analyzed by means of a behavioral check
by the Shapiro-Wilk test and by the T-Student test. The presence of fisetin in strawberry (FAR, FAM,
FCR and FCM) was determined in 30 samples. In the case of the determination of resveratrol, it was only
detected in red globe grapes, blueberrie and pink agroecological strawberry. The pink agroecological
strawberry was the one with the highest concentration of polyphenols.
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INTRODUCCION

La fresa (Fragaria x anannassa Duch.) es uno de los cultivos méas importantes en el mundo, debido a su
amplia distribucion de siembra. El cultivo de fresa es redituable después del sexto mes de produccion, y
la demanda en produccion y consumo aumenta anualmente en el mundo y en México. Se considera que
es un fruto agregado y con importancia nutricional de relevancia por el aporte de Vitamina C de (40 —
120 mg/100 g), compuestos fenolicos, flavonoides, fésforo, calcio y hierro (Kumar et al., 2018).

El Arandano (Vaccinium oxycoccus) y la Uva (Vitis vinifera) son frutos con diversos compuestos
bioactivos tales como metabolitos secundarios en los que se incluyen antioxidantes, antinflamatorios y
moléculas con propiedades antimicrobianas (Vattem et. al., 2005). Existen diversos antioxidantes
presentes en el ardndano como los flavonoides, antocianinas, acidos fendlicos y vitamina C (Borowska
et. al., 2009). Los metabolitos secundarios mas importantes de la uva se localizan en las partes sélidas:
cascara, semilla y tejido vascular. En la pulpa, destaca la presencia de acidos fendlicos y sus derivados.
Los flavonoles y antocianos se encuentran localizados en las células de la cascara de la uva, las
procianidinas y flavanoles se localizan en las semillas de las uvas.

La Fisetina es un flavonoide con actividad antioxidante importante ya que juega un papel clave en la
proteccion contra diferentes tipos de estrés en las células. Se ha identificado su papel como un compuesto
anticancerigeno y antiproliferativo (Haddad, 2006).

Dentro de los polifenoles, el resveratrol es un compuesto que la planta produce cuando se encuentra
amenazada por algunos tipos de estrés (biético o abio6tico) quienes a través de los elicitores (agentes de
induccidn de resistencia) tales como la radiacién UV, ozono, acibenzolar-S-metil y fosfitos. La sintesis
de resveratrol puede ser inducida dentro de las plantas y debido a sus calidad de metabolito secundario,
como reporta Sauter y colaboradores, fue posible aumentar la vida de anaquel de manzanas, asi mismo,
se reporta actividad como anticancerigeno, antimutagénico, antineurodegenerativo y antiinflamatorio,
tales como compuestos potenciales beneficios la salud (Cervantes, 2009).

La tendencia actual en alimentos, esta enfocada en producirlos con la menor proporcion de procesamiento
pero con alto valor nutracéutico, lo que puede ser alcanzado por la presencia de polifenoles, por sus
diversos efectos benéficos a la salud.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Se utiliz6 fresa, arandano y uva, la fresa fue adquirida de un cultivo agroecologico variedad “Camino
Real” del Huerto “Abraham’s Calidad” ubicado en el Ejido La Calera del municipio de Irapuato, Gto. y
los frutos de fresa convencional, arandano y uvas se adquirieron de manera comercial en un supermercado
en Irapuato, Gto.

Tratamiento de las muestras de frutos (fresa, blueberrie, uva roja)

Se realizaron muestras compuestas de cada fruto (fresa, blueberrie y uva) en cada tratamiento de los
diferentes estados de madurez y por antioxidante (fisetina y resveratrol). Las muestras de cada grupo de
frutos se nombran de acuerdo a la siguiente nomenclatura: Antioxidante, Fruto, Origen y Estado de
Madurez.

Extraccion de polifenoles totales en fresa agroecol6gica, fresa convencional, arandano y uva roja.

Se tomaron 3 frutos de cada grupo, y se maceraron con mortero y pistilo hasta obtener una muestra
compuesta homogénea para cada grupo. La muestra compuesta se dividio en 3 porciones de 1 g cada una.
Por cada muestra, se tomara 1 g y se colocaron en tubos falcon con aluminio alrededor con el fin de evitar
la fotoxidacion. Se agregaran 10 mL de la soluciéon “Solvente de Extraccion” con una proporcion 40:60
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de metanol:agua/acetona. Se incubaran en refrigeracion (4°C) durante una noche, posteriormente se
centrifugd a 3500 rpm en el equipo Solbat C-40, por 10 minutos. Finalmente, concentro el sobrenadante
a bafio maria, para reducirlo a 1 mL de volumen final.

Hidrdlisis de polifenoles totales en fresa agroecologica, fresa convencional, arandano y uva roja.
En el tubo Falcon con sobrenadante concentrado, se agregd 2 mL de una solucion 2N de HCI, se ebullird
por 1 h. Posteriormente, las muestras se almacenaron en hielo por 15 minutos y se centrifugaran 10
minutos. Se recuperd el sobrenadante y se colocara en otro tubo. Al sobrenadante recolectado se agregara
1 mL de Acetato de Etilo, se centrifugd 10 minutos en refrigeracion, y se colocé el sobrenadante en un
“Tubo de Recuperacion de Lavados”. Al precipitado se agregd 1 mL de Acetato de Etilo, se realizaron 2
lavados mas, donde el sobrenadante se colocara en el “Tubo de Recuperacion”. Todos los sobrenadantes
recuperados en el “Tubo de Recuperacion”, se redujeron de volumen a bafio maria, hasta obtener 0.5 mL
de un “Extracto Final”, el cual se diluira en 2 mL de Metanol grado HPLC. Se analizaron Compuestos
Fendlicos Totales, asi como la concentracion de Fisetina y Resveratrol en cada una de las muestras.

Cuantificacion de polifenoles totales en fresa agroecolégica, fresa convencional, arandano y uva
roja por método Folin-Ciocalteu

Se realiz6 una curva de calibracion con Acido Galico para la cuantificacion de polifenoles totales con
diluciones de 0, 5, 10, 15 y 20 pg/mL y se obtuvo la absorbancia en un espectrofotdmetro a 765 nm, con
el equipo Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis. Para la determinacion se tomaron 200 uL de cada
extracto en tubos eppendorf de 2 mL y se agregd 1000 pL del reactivo de Folin- Ciocalteau 1N, se mezclo
por 5 min y se adicion6 800 pL de Na2CO3 al 7.5% (p/v), posteriormente se mezclo 10 segundos y se
incubd por 90 min en oscuridad y a temperatura ambiente. Para las lecturas espectrofotométricas, se
prepara un “Blanco”, en el que en vez de “Extracto Final” se colocaran 200 puL de Metanol, junto con el
resto del reactivo de Folin-Ciocalteu y 1N y Na2CO3 al 7.5%. Se realizaron las lecturas de absorbancias
a 765 nm, y con una interpolacion en la ecuacion de la recta obtenida de la curva de calibracion con Acido
Galico, se obtuvo la concentracion de Polifenoles Totales, resultados que se expresaran en pg de acido
galico/100 g peso fresco.

Cuantificacion de fisetina y resveratrol por HPLC en fresa agroecol6gica, fresa convencional,
arandano maduro y uva roja madura.

Se prepar6 una solucion del estandar de Fisetina 1 mg/mL disuelto en metanol puro y de Resveratrol 1
mg/mL en metanol puro. Se utiliz6 un Cromatografo Agilent Technologies 1200, acoplado a un detector
DAD Agilent Technologies. A partir de los extractos metan6licos obtenidos se determiné la presencia 'y
concentracion de Fisetina y Resveratrol, para lo cual se utilizara una columna cromatografica Y MC-Pack
ODS C18 (Pheonomenex) de fase reversa de 5 um de didmetro de particula, 25 cm de longitud y 4.6 mm
de didmetro interno. Como fase movil se utilizaron 2 solventes: A (Acido acético grado HPLC pH 3.0) y
B (Acetonitrilo grado HPLC). Los solventes y muestras fueron filtradas por membrana de 0.45 um
(Millipore, Durapore). Se utiliz6 una velocidad de flujo de ImL min-1, un detector de absorcion en el
UV a una longitud de onda de 360 nm para fisetina y 320 nm para Resveratrol a 30°C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de fenoles totales en muestras de frutos

Las concentraciones de polifenoles totales determinadas en Fresa Rosa, Madura Agroecolégica y
Convencional por el método de Folin-Ciocalteu, mostraron una concentracion media de aproximadamente
41.10 mg /100 g de fruto fresco. De acuerdo a Chordi en 2013, y al estudio realizado para determinar la
concentracién de fenoles totales, obtuvo concentraciones por encima de 120 mg de acido galico / 100 g
de peso seco. Cabe resaltar que ésta diferencia puede ser determinada por el método de extraccion fenoles,
debido que el proceso de liofilizacion por el que Chordi declara en su investigacion, tiene la propiedad de
concentrar y mantener la integridad de los analitos. El estudio para determinacion de fenoles totales en
fresa agroecoldgica en los dos estadios de madurez (rosa y maduro), mostr la cuantificacion de
aproximadamente 51.11 mg de polifenoles totales / 100 g de peso fresco de FAR y de 35.25 mg /100g de
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peso fresco de FAM, correspondiente a un 38% de diferencia de FAR sobre FAM. En la prueba T-Studen,
en analisis de las varianzas arroj6 que ésta diferencia si es significata, por lo que el estadio FAR si influye
en el resultado. Autores como Ayub y colaboradores en 2018, reportan sobre la cantidad de polifenoles
totales determinados en frutos de fresa del estadio de madurez rosa alrededor de 120 mg/100 g de fruto
fresco, a comparacion de estadio rojo maduro con aproximadamente 65 mg/100 g de lo que implica una
diferencia del 45% del estadio rosa sobre el maduro (Ayub y col. 2018). Asi mismo, una investigacion
por Pineli y colaboradores en 2011, realizaron un estudio en la determiancién de polifenoles totales en
fresa de la variedad camino real, de la que obtuvieron aproximadamente una concentracion de 185 mg/100
g peso fresco en el estadio rosa, y en el maduro una concentracion de 174 mg/100 g de peso fresco, es
decir, aproximadamente una diferencia de menos del 6% superior en concentracién el estadio rosa. Zhang
y colaboradores en 2011, a través de un estudio metabdlico en el que determinaron la presencia de
azucares, &cidos organicos y aminoacidos relacionados con el proceso de transcision del estado rosa al
estado rojo maduro, los cuales estan relacionados con el sabor y caracteristica organolépticas. Asi mismo,
durante éste periodo, la ruta metabdlica del Shikimato es afectado, debido a una reduccion de la sintesis
de aminoacidos como la Alanina, Fenilalaninay la Tirosina, implicados en la sinteis de polifenoles, lo que
podria explicar la reduccion de polifenoles en el estadio maduro (Zhang y col. 2011).

Tabla 1. Concentracion de resultados: polifenoles totales en analisis de comparativos de diferentes tipo
de cultivo (agroecoldgico, convencional) y estado de madurez (rosa y maduro).

Resultado de Significancia % Diferencial (mayor
(T-Student) sobre menor)

Tipo de cultive
Polifenoles totales { mg/100 g de fruto)

Fresa Agro Rosa
51.11

P(T=t) 0.04978. Bl resultado es

significante en p < .05 30.1%

Fresa Conv Rosa
3544

Blue Berry Mad Conw Uva Mad Conv P(T=t) 0.000319. El resultado es 285
A3.43 31.27 significante en p < 05
Blue Berry Mad Come Fresa Agro Rosa
15 %
43.43 5111
Fresa Agro Rosa Uva Mad Conv P(T=t) 0.011253_ I resuitada es 188%
51.11 31.27 significante en p < 05

Contraste de grupos para significancia de la concentracion polifenoles totales en frutos:

Contraste uva vs fresa madura (agroecoldgica y comercial)

Se analizaron los 6 resultados (3 promedios) de Uva Red Globe en comparacion con los promedios de
las muestras de Fresa Agroecolégica Madura (FAM) y posteriormente con los 6 respectivos de Fresa
Convencional Madura (FCR). Las comparaciones de las dos medias a pesar de ser diferentes, segun la
prueba T-Stuent, no mostraron diferencias significativas entre ellas.
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Figura 1. Concentracion Total de Polifenoles en Uva Red Globe, FAM y FCM

Contraste de blueberrie vs fresa madura (agroecolédgica y comercial)

Se analizaron los 6 resultados (3 promedios) de blueberrie en comparaciéon con los promedios de las
muestras de Fresa Agroecoldgica Madura (FAM) y posteriormente con los 6 respectivos de Fresa
Convencional Madura (FCR). Las comparaciones de las dos medias son diferentes entre ellos, sin
embargo la prueba T-Stuent indic6 que no existen diferencias significativas entre ellas.
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Figura 2. Concentracion Total de Polifenoles en Blueberrie, FAM y FCM

CONCLUSION

Las caracteristicas nutracéuticas de la fresa variedad Camino Real, tanto del tipo de cultivo agroecoldgico
y convencional, quedé demostrada con la determinacion de compuestos fendlicos en fruto fresco. Se
realizo la extraccion de polifenoles y se cuantificaron por la técnica de Folin-Ciocalteu, mediante una
curva de calibracién con acido galico y con comportamiento lineal, se midieron las absorbancias de los
extractos de los diversos tipos de frutos por espectroscopia UV/VIS a 765 nm, y los resultados de las
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medias se analizaron mediante una comprobacion de comportamiento por la prueba de Shapiro-Wilk y
posteriormente para determinacion de la significancia de las diferencias por la prueba T-Student. En este
estudio se determind que la fresa agroecolégica rosa, contienen un 30% mas de polifenoles totales a
comparacion de las fresa agroecoldgica en madurez comercial. No se demostrd diferencias significativas
en las fresas convencionales rosas y maduras. Se tomé como medida de contraste, la concentracion de
polifenoles en blueberrie de madurez comercial, y la diferencia de las medias se encontr6 a favor de la
fresa rosa agroecoldgica, sin embargo, dicha no fue significativa (51.11 mg / 100 g de fruto de FAR y
43.43 mg/ 100 g fruto blueberrie). De todas las determinaciones de polifenoles realizadas en frutos (FAR,
FAM, FCR, FCM, Uva y blueberrie), la fresa agroecoldgica rosa fue la que mayor concentracion de los
mismos mostrd. La uva red globe de madurez comercial obtuvo la concentracion mas baja con 31.27 mg
/100 g de fruto. Dicha diferencia correspondié a 39% a favor de la FAR. Se realizd el analisis para
determinacion de fisetina y resveratrol en las 30 muestras de frutos, y se determind la presencia de fisetina
en todos los tipos de fresa (FAR, FAM, FCR Y FCM). En el caso de la determinacion de resveratrol solo
fue detectado en uva red globe, blueberrie y fresa agroecoldgica rosa. Tanto blueberrie como uva red
globe, mostraron presencia simultanea de los dos antioxidantes.

Por tanto, los resultados en ésta investigacion dan soporte al potencial nutracéutico de la variedad de fresa
Camino Real, tanto agroecol6gica y convencional. De cualquier manera es necesario realizar
optimizacién al proceso de extraccién de fenoles totales, evitando asi la utilizacién de temperaturas altas
para la evaporacion de los solventes en los lavados y la hidrélisis &cida, por lo que se recomienda realizar
extracciones liquido-liquido en rotavapores. Dicho favorecerd mantener la integridad de los polifenoles
extraidos. Asi mismo, para la determinacion de éstos compuestos fenolicos, se recomienda realizar la
técnica de Fast-Blue BB, para evitar la contaminacion o bloqueos por otros metabolitos secundarios.

La fresa es uno de los principales cultivos en el Estado de Guanajuato, tanto a nivel nacional como
internacional, por lo que éste tipo de investigaciones favorecen al pleno conocimiento de sus propiedades
benéficas a la salud, los productores deben tener el compromiso de adoptar técnicas de agricultura
protegida y estrategias agroecoldgicas para asegurar no solo la calidad visual del fruto, si no la integridad
de la calidad con un aporte adecuado nutrimentos para la salud del consumidor.
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