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RESUMEN: Los extractos polifendlicos surgen como fuente alter-
nativa para producir antioxidantes naturales, estos pueden estar
presentes en residuos frutales como los procedentes del mango
(Mangifera indica L.), dandole un valor agregado a estos residuos
y reduciendo el impacto ambiental que estos pueden generar. Este
trabajo de investigacién tuvo como objetivo evaluar la inhibicion
de la polifenol-oxidasa (PPO) en una matriz alimentaria usando
como inhibidor extracto polifenélico obtenido de la almendra
del mango (Mangifera indica var. Magdalena river) observando el
cambio de la tonalidad de color en el tiempo. Para la extraccion
de polifenoles, se utiliz6 etanol al 57% (v/v) en una relacién solu-
to:solvente 1:5 a 67 °C, durante 60 minutos aplicando ondas ultra-
sonido para una mayor extraccién de polifenoles. Se determiné el
contenido de polifenoles totales a los extractos polifendlicos por el
método Folin-Ciocalteu. Se realizé la evaluacion de la inhibicién de
la PPO sobre manzana como matriz alimentaria (Malus domestica
var. Royal gala), bajo condiciones de almacenamiento naturala 5y
25 °C. La tonalidad del color se registré con evidencias fotograficas
con intervalos de tiempo de 30 minutos durante 2 horas. El trata-
miento con extracto polifenélico obtuvo resultados de inhibicién
satisfactorios frente a los rangos de las muestras sin tratamiento.
También, la inhibicién de la PPO fue mas efectiva utilizando ex-
tracto polifendlico en comparacién con acido ascérbico a la misma
concentracion.
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ABSTRACT: Polyphenolic extracts emerge as an alternative
source to produce natural antioxidants. These can be present
in fruit residues such as those from mango (Mangifera indica
L.), giving added value to these residues and reducing the en-
vironmental impact that they can generate. The objective of
this research work was to evaluate the inhibition of polyphe-
nol oxidase (PPO) in a food matrix using polyphenolic extract
obtained from the mango almond (Mangifera indica var. Mag-
dalena river) as an inhibitor; observing the change of the color
tone in time. For the extraction of polyphenols, ethanol at
57% (v/v) was used in a solute:solvent ratio 1:5 at 67 °C, for 60
minutes applying ultrasound waves for a greater extraction of
polyphenols. The total polyphenol content of the polyphenolic
extracts was determined by the Folin-Ciocalteu method. The
evaluation of the inhibition of PPO on apple as a food matrix
(Malus domestica var. Royal gala) was carried out, under natural
storage conditions at 5 and 25 °C. Color tonality was recorded
with photographic evidence at 30 minutes time intervals for 2
hours. Treatment with polyphenolic extract obtained satisfac-
tory inhibition results compared to the ranges of the samples
without treatment. Also, PPO inhibition was more effective
using polyphenolic extract compared to ascorbic acid at the
same concentration.

KEYWORDS: Extracts ethanolic, Folin-Ciocalteu, Enzimatic
browning, Penolic compounds, Activity Antioxidant
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l. Introduccion

El mango (Mangifera indica L.) es una especie fruticola tropical originaria de
la india, considerada como uno de los principales productos agricolas de la
region del Magdalena Medio y Santander (Porras et al., 2011) Debido a su
capacidad de adaptacién, se ha generado el llamado mango criollo o natu-
ralizado colombiano, gracias a la polinizacién cruzada que ha dado origen
a mas de 200 ecotipos (Porras et al., 2011; Rincon-Ramirez et al., 2014). Este
fruto es considerado uno de los mas populares en Colombia y actualmen-
te, es usado en la industria alimentaria principalmente en la elaboracion de
jugos, néctares, pulpas, conservas, etc (Rincon-Ramirez et al., 2014; Septem-
bre-Malaterre et al., 2016).

Sin embargo, actualmente no se cuenta con industrias que aprovechen este
recurso fruticola en el territorio del Magdalena medio y a nivel nacional, aun
sabiendo que los desechos generados del mango durante su comercializa-
cion o su procesamiento son una fuente muy importante de compuestos
bioactivos de alto valor agregado, en particular fibra dietaria, micronutrien-
tes, polifenoles, carotenoides, entre muchos otros (Fl6rez & Rojas, 2019;
Morales et al., 2020).

En busca de darle valor agregado a los residuos sélidos del mango, ademas
de mitigar el impacto ambiental (contaminacion del agua y emision de gases
de efecto invernadero), la produccion de polifenoles a partir de dichos resi-
duos, surgen como una alternativa de produccion de antioxidantes naturales
(Abdalla et al., 2007; Pitchaon, 2011; Abdel-Aty et al., 2018; Belizén et al.,
2018)

Los compuestos fendlicos son el grupo mas extenso de sustancias no ener-
géticas presentes en los alimentos de origen vegetal (Cheema & Sommerhal-
ter, 2015; Villamizar-Jaimes & Giraldo, 2017; Pico et al., 2019). En los ultimos
anos, se ha demostrado que una dieta rica en polifenoles vegetales puede
mejorar la salud y disminuir la incidencia de enfermedades cardiovasculares
(Septembre-Malaterre et al., 2016; Arbizu-Berrocal et al., 2019). La capacidad
de los polifenoles para modular la actividad de diferentes enzimas y para
interferir consecuentemente en mecanismos de sefalizacion y en distintos
procesos celulares, puede deberse, al menos en parte, a las caracteristicas
fisicoquimicas de estos compuestos, que les permiten participar en distintas
reacciones metabdlicas celulares (Nyangena et al., 2019)

El pardeamiento enzimatico esta relacionado con la oxidacién de compuestos
fenolicos en presencia de oxigeno (Navarro et al., 2019) Estos compuestos se
encuentran localizados principalmente en las vacuolas y son catalizados por
la enzima polifenol oxidasa PPO, localizada en el citoplasma (Pérez-Jiménez
et al., 2010; Toro-Uribe et al., 2018). Diferentes situaciones pueden causar
pardeamiento: dafos fisiolégicos durante la maduracion, algunos desorde-
nes en el almacenamiento y procesos tecnoldgicos involucrados con heridas
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o rompimientos de la superficie (Alean et al., 2016) La tendencia al pardea-
miento en algunas frutas, resulta de la accion de varios factores, los cuales
estan naturalmente involucrados con la actividad de la enzima, la naturaleza
y el contenido de sustrato oxidable (Garzén, 2012; Navarro et al., 2019) Todos
estos factores varian con el tiempo de maduracion de las frutas y vegetales,
su estado fisiologico, la variedad y los tratamientos a las que son sometidos
(Cheema & Sommerhalter, 2015)

En los ultimos afnos, se ha identificado un gran namero de los compuestos
fenolicos con amplio espectro de actividades funcionales, principalmente por
su potencial benéfico para la salud debido a su actividad antioxidante, por la
presencia de algunos de sus productos de degradacion que son multifuncio-
nales y pueden actuar como agentes reductores, reaccionantes con radicales
libres, quelantes y acciones antimicrobianas que los convierte en una nueva
alternativa antioxidante (Alonso-Salces et al., 2001; Dorta et al., 2014; Chee-
ma & Sommerhalter, 2015; Fernandez-Ponce et al., 2018).

El objetivo de este trabajo consistio en determinar el pardeamiento por la
accion de la polifenol-oxidasa (PPO) en una matriz alimentaria usando como
inhibidor extracto polifendlico de la almendra del mango (Mangifera indica
L.) var. Magdalena river observando el cambio de color en el tiempo.

Il. Materiales y Métodos

Materiales y reactivos

Para la obtenciéon de los extractos polifenélicos, se recolectaron 20 semillas
de mango (Mangifera indica L.) var. Magdalena river, proveniente de distin-
tos centros de acopio y diferentes lugares del municipio de Barrancabermeja
(Colombia). Se utilizé Na,CO,, NaClO, reactivo de Folin-Ciocalteu, acido galico
y acido ascorbico, todos grado analitico o superior. Se utiliz6 etanol, n-hexa-
no y acetona grado reactivo como solventes utilizados en el desengrasado
y la extraccion de polifenoles. Se utiliz6 acido galico como estandar para la
cuantificacion de polifenoles. Ademas, se utilizé fruto de manzana (Malus
domestica) var. Royal gala como matriz alimentaria para evaluar el efecto de
pardeamiento y oxidacion de la fruta. Toda el agua utilizada en los procesos
de extraccion y cuantificaciéon fue ultrapura con una resistividad de 18 MQ.

Pretratamiento

Para obtener la harina de la almendra del mango, las semillas recolectadas se
lavaron con agua y se secaron al aire libre durante 2 dias. Luego, se extrajo
la almendra cortando el endocarpio fibroso y retirandolo manualmente. A
continuacion, la almendra se trituré en una trituradora casera y fue sometido
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a secado en horno con recirculacion de aire a 50 °C hasta peso constante
(Pitchaon, 2011) El material seco se pulverizdé en un molino hasta alcanzar un
tamano de particula de 0,1 pm. Finalmente, la harina resultante se empaco al
vacio y se almacen6 a 4 °C en oscuridad hasta su utilizacion (Pico et al., 2019;
Villamizar-Jaimes & Lopez-Giraldo, 2017).

Para el desengrasado, la harina de almendra de mango se mezclé con n-hexa-
no en proporcion de 20:80 (harina:hexano). Seguidamente, la mezcla se agito
durante 15 min a una temperatura de 30 °C, se centrifugé a 3500 rpm y se
filtr6 para separar el material lipidico de la harina de almendra. El residuo
se seco en una camara de extraccion durante 12 h a temperatura ambiente,
aislandolo de la luz para evitar degradacién de los polifenoles. Por ultimo, se
almacené a 4 °C hasta su posterior extraccion.

Obtencién de extractos polifenélicos

Para la obtencion de los polifenoles, se emple6 el método de extracciéon asis-
tida por ultrasonido (EAU), este ayuda a minimizar el tiempo de extraccion de
polifenoles y mejora el rendimiento, se pes6 1 g de la harina seca de almen-
dra de mango previamente desengrasada en tubos eppendorf, se adiciona-
ron 5 mL de etanol al 57% y se agité en un agitador orbital. Posteriormente,
las soluciones resultantes de sometieron a un bano ultrasonido (frecuencia
de 2450 MHz) durante 60 minutos a 60 °C. Después, la solucién se filtré por
filtros de jeringa PVDF de 0,45 pm y se concentr6é en un horno por convec-
cién a 50 °C. Finalmente, el extracto concentrado se almacené en frascos
ambar y a oscuridad a 4 °C hasta su caracterizacion.

Cuantificacion de polifenoles

Los polifenoles presentes en los extractos obtenidos se cuantificaron siguien-
do el procedimiento descrito por varios autores (Abdel-Aty et al., 2018; Arbi-
zu-Berrocal et al., 2019; Pico Hernandez et al., 2019; Toro-Uribe et al., 2018;
Villamizar-Jaimes & Lépez-Giraldo, 2017) En resumen, se adicion6 400 uL de
extracto, 2,4 mL de agua y 400 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu a un tubo
de ensayo y se agité en vortex durante 3 min. Seguidamente, se adicion6
800 pL de Na,CO, 20%, se agité durante 30 segundos y se dejo en reposo y
oscuridad durante 1 hora para el desarrollo del color. Por ultimo, se realizé
una lectura directa de la absorbancia a 760 nm de las soluciones resultantes
en un espectrofotdémetro, utilizando un blanco de reactivos. Se construyé
una curva de calibracion usando acido galico como estandar. El contenido
de polifenoles totales se determiné relacionando con la curva de calibracion
obtenida y se expres6 como g equivalentes de acido galico por 100 g de hari-
na seca de almendra de mango (g GAE/ 100 g de muestra seca).
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Efecto antioxidante en el pardeamiento

Se utilizé fruto de manzana (Malus domestica var. Royal gala) como matriz
alimentaria, donde fue adquirida en los centros de acopio de Barrancaberme-
ja, Colombia con un peso promedio por fruto fue de 180 gramos. Las frutas
fueron lavadas por inmersion durante dos minutos en una solucion de NaClO
(200 mg/L) vy, luego, fueron peladas, descorazonadas y cortadas en roda-
jas. Seguidamente, se obtuvo cortes de manzana de forma rectangular con
dimensiones de 3x2 cm y 5 mm de ancho. El peso promedio de las muestras
de manzana fue de 2 g aproximadamente.

Para el estudio de inhibicion de pardeamiento por oxidaciéon en las muestras
de manzana, se tomé un registro fotografico inicial y se sumergieron en 20
mL de la solucion antioxidante. Luego, se tomo el registro fotografico cada
30 minutos hasta 2 horas. El tratamiento se realiz6 a temperaturas de 5y
25 °C, utilizando acido ascorbico a 38 mg/L y el extracto polifendlico de
la almendra de mango como soluciones antioxidantes. Con el fin de tomar
como referencia el comportamiento de la PPO, se evalué las muestras de
manzana sin ningun tipo de tratamiento a 5 y 25 °C.

Se determind el color en el registro fotografico de las matrices de manzana
sometidas a cada tratamiento por medio del software image) en el modo
RGB, utilizando la funcién de histograma el cual permite apreciar el con-
traste de colores de claro a oscuro en un intervalo de tiempo. La escala del
software se maneja con valores en un rango de 0 a 255; siendo los valores
cercanos a cero los que se asemejan mas a la tonalidad negra y aquellos que
representan la pérdida en la tonalidad del color, dando como consecuencia
un tono de color mas oscuro.

l1l. Resultados y Discusion

Obtencidn de extractos polifendlicos

Se determiné el contenido de polifenoles totales en la almendra de mango
dando un valor de 19,26 + 0,09 g GAE/ 100 g de muestra seca. Investiga-
ciones realizadas por Dorta et al. (2014) y Pitchaon (2011) reportan concen-
traciones de 28,46 y 28,57 g GAE/100 g de muestra seca, respectivamente
siendo mayores que las encontradas en el presente estudio, posiblemente
por el tipo de variedad empleado.

Ensayos de pardeamiento sin inhibicion

Para la evaluacion del pardeamiento en la matriz, se registré histogramas de
color a las muestras en tratamiento por medio del software ImageJ® (Figura
1), tomando como referencia las matrices de manzana sin ningun tipo de
inhibidor con el fin de analizar el comportamiento natural de la PPO en el
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A 0 min B 0 min C 0 min

S | I |
0 255 0 255 0 255
A 30 min B 30 min C 30 min

-

| | |
255 0 255 0 255
A 60 min B 60 min C 60 min
S | | |
0 255 0 255 0 255
A 90 min B 90 min C 90 min
S | | |
0 255 0 255 0 255
A 120 min B 120 min C 120 min
S | | |
0 255 0 255 0 255

FIGURA I. Histogramas RGB del registro fotogréfico de las matrices sometidas a tratamiento a 25 °C. A) sin
inhibidor, B) en solucién de acido ascérbico 38 mg GAE/L, C) en extracto polifendlico de la almendra de
mango 38 mg GAE/L.
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proceso. Los valores RGB del pico maximo en estos histogramas se observan
en la Tabla I.

TABLA 1. Valores RGB de pico maximo en los histogramas de color obtenidos para el pardeamiento
sin inhibidor.

Temperatura Valor RGB del pico maximo
Q) 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
5 187 169 161 128 112
25 182 126 121 119 107

Ensayos de pardeamiento en soluciones inhibidoras

Para la evaluacion del pardeamiento en la matriz en soluciones inhibidoras,
se registro histogramas de color a las muestras de manzana en tratamiento
sumergidas en acido ascérbico y en extracto polifendlico de la almendra de
mango; ambas a una concentracion de 38 mg GAE/L. Los valores RGB del
pico maximo en estos histogramas se observan en la Tabla Il.

TABLA Il. Valores RGB de pico maximo en los histogramas de color obtenidos para el pardeamiento
de la matriz sumergida en soluciones inhibidoras.

o Temperatura Valor RGB del pico maximo
Solucion inhibidora o . 5 : : :
(°Q) 0 min 30 min 60 min 90 min | 120 min
. 5 184 175 167 156 143
Acido ascorbico
25 183 171 167 149 130
Extracto polifenélico ) 152 149 149 148 142
almendra de mango 25 156 148 146 145 136

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de la almendra de mango
variedad magdalena river en la determinacién del contenido total de grasa y
el porcentaje de humedad por peso constante, fueron 3,67%y 9,13 % respec-
tivamente, estos valores se asemejan a los encontrados por Uribe & Rosso
2011 para la almendra del mango de esta misma variedad, lo que indica que
para poder obtener valores mas representativos en el proceso de extraccion
de polifenoles es necesario retirar estos compuestos, ya que altos porcenta-
jes de sustancias lipidicas y de humedad reducen la actividad enzimatica y
degrada los compuestos fenodlicos, sin embargo son los tratamientos que en
general, aportan mayor contenido de compuestos fendlicos, esto coincide
con lo reportado por otros autores, acerca del alto contenido de estas sus-
tancias presentes en las semillas de esta variedad de mango (Torres-Leon et
al., 2016).
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La concentracion de polifenoles en la almendra del mango en esta investi-
gacion es mayor a los reportados por Abdalla et al. (2007), Septembre-Mala-
terre et al. (2016) y Abdel-Aty et al. (2018), demostrando que la matriz de
mango analizada posee una fuente considerable de polifenoles que puede
ser aprovechado en aplicaciones futuras como conservante artificial en la
industria de alimentos, en la industria farmacéutica y cosmética.

Para el pardeamiento a 5 °C sin inhibidor, se pudo observar que el valor
de RGB disminuye gradualmente, observandose un decaimiento de 5% a los
primeros 30 minutos del tratamiento. En los histogramas obtenidos para el
pardeamiento a 25 °C sin inhibidor, se observdo un cambio repentino en el
valor RGB del pico maximo, observandose un decaimiento del 31% a los pri-
meros 30 minutos del tratamiento. Sin embargo, después de 120 min, la
disminucioén en el valor RGB es el mismo para los tratamientos a 5 y 25 °C en
rango de 75. Esta diferencia es atribuida a que la actividad enzimatica de la
PPO disminuye a menor temperatura y menor valor de actividad de agua en
la matriz, contando con un tiempo inicial mayor para el proceso de pardea-
miento. Sin embargo, la enzima no es inactivada por completo y puede llevar
a la matriz a un grado de pardeamiento similar a tratamientos sometidos a
altas temperaturas en un tiempo prolongado.

Para el pardeamiento de la matriz utilizando acido ascérbico como solucién
inhibidora, se pudo observar que, a 5 y 25 °C, el decaimiento de los valores
de RGB en los histogramas es menor y menos pronunciado que en los trata-
mientos sin inhibicién. Aunque el comportamiento de estos valores RGB es
de tendencia similar, en temperatura, para el tratamiento sin inhibicién; la
disminucidn total en el valor RGB para los tratamientos a 5 y 25 °C fue de 41
y 54 respectivamente. Esto se debe a que ya hay presencia de inhibidor de la
PPO, que disminuye considerablemente su actividad enzimatica y preservan-
do la tonalidad del color de la matriz por mas tiempo.

Para el pardeamiento de la matriza 5 y 25 °C utilizando como solucion inhi-
bidora extracto polifendlico de la almendra de mango, el decaimiento de los
valores de RGB en los histogramas es mucho menor, mostrandose una dis-
minucion total en el valor RGB para los tratamientos a 5 y 25 °C de 10 y 20
respectivamente. Esto se debe a que hay mayor concentracion de polifenoles
en el tratamiento de la matriz y la enzima PPO disminuye drasticamente su
actividad en presencia de estos compuestos polifendlicos, preservando la
tonalidad del color de la matriz por un tiempo mucho mas prolongado que
en inhibidores convencionales como el acido ascorbico.

En general, los resultados concuerdan con lo reportado por otros autores en
el sentido de que el contenido de compuestos fendlicos varia entre varieda-
des de mango (Ma et al., 2011)
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IV. Conclusiones

Bajo condiciones controladas y la aplicacién de ondas ultrasonido al proceso
de extraccion, se logr6 extraer una cantidad considerable de polifenoles de
la almendra de mango (Mangifera indica L.) var. Magdalena river, ya que se
obtuvo un valor de 19,26 g GAE/ 100 g de almendra seca. Este valor es supe-
rior a los reportados por otras investigaciones y a los reportados en extrac-
tos de desechos vinicolas (con concentraciones de 8,80 mg GAE/g muestra,
en promedio).

En el tratamiento de pardeamiento a la matriz de manzana (Malus domesti-
ca) var. Royal gala, se obtuvieron mejores resultados utilizando el extracto
polifendlico obtenido de la almendra de mango y aplicado a la matriz. Los
valores RGB del pico maximo mostraron una disminucion total de 10 y 20
para los tratamientos a 5 y 25 °C, respectivamente, después de 120 min. Esto
indica que, aplicando este tratamiento y sumado a menores temperaturas de
almacenamiento, se puede obtener resultados de inhibicién de pardeamien-
to por oxidacién muy satisfactorios, frente a otras soluciones inhibidoras
comerciales.
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