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RESUMEN:

El método mds usado para la cuantificacién de fenoles totales en alimentos es Folin-Ciocalteu (F-C) por ser simple y rapido, sin
embargo, puede presentar inconsistencias debido a compuestos interferentes, entre los cuales estdn el 4cido ascérbico (AA) y ene-
dioles como el 4cido dehidroascérbico (DHA). El reactivo de F-C reacciona con fenoles formando complejos fosfomolibdico-
fosfottingsticos que a pH bdsico se reducen formando éxidos cromégenos de color azul. La vitamina C (AA + DHA), en
condiciones 4cidas reacciona rdpidamente con el polifosfotungstato, dando color azul antes de la adicién del édleali, por tanto,
la medicién espetrofotométrica mide la absorbancia de todos los compuestos azules formados tanto provenientes de la reaccion
con los fenoles como los formados por reaccion de AA y DHA. Se propone una metodologfa para mejorar la especificidad del
ensayo de F-C en la determinacién de fenoles totales por sustraccion de la actividad reductora de la vitamina C y aplicar dicha
metodologfa para determinacién de fenoles totales en manzanas impregnadas bajo vacio (IV) con alto contenido de vitamina
C. Se combinaron metodologfas espectrofotométricas y cromatogrificas (HPLC) para obtener una ecuacién general para la
determinacion del contenido de fenoles totales corregido por la interferencia de vitamina C. La sobrevaloracion del contenido
de fenoles totales por F-C por interferencia de vitamina C en manzanas tratadas por IV representé entre el 4,9 al 44,6%, para

muestras con un contenido de vitamina C entre 6,5 a 608,4 mg Kg'1 , obteniéndose los mayores valores de sobrevaloracién en las
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muestras con mayor contenido en vitamina C. La metodologfa propuesta para mejorar la especificidad de F-C sirve como base para
su aplicacion en la determinacion de fenoles totales en diferentes matrices vegetales con diferentes contenidos de dcido ascdrbico.

PALABRAS CLAVE: Fenoles totales, dcido ascorbico, determinacidn, interferencia.

ABSTRACT:

The most used method for the quantification of total phenols in foods is Folin-Ciocalteu (FC) because it is simple and fast, however
it can present inconsistencies due to interfering compounds, among which are ascorbic acid (AA) and ene-diols as dehydroascorbic
acid (DHA). The reagent of F-C reacts with phenols forming phosphomolybdic-phosphotungstic complexes that at basic pH are
reduced, forming chromogenic oxides of blue color. Vitamin C (AA + DHA), under acidic conditions, reacts rapidly with the
polyphosphotungstate, giving a blue color before the addition of alkali, therefore, the spectrophotometric measurement measures
the absorbance of all the blue compounds formed both from the reaction with the phenols as those formed by reaction of AA and
DHA. A methodology is proposed to improve the specificity of the F-C assay in the determination of total phenols by subtracting
the reducingactivity of vitamin C and apply this methodology for the determination of total phenols in apples impregnated under
vacuum (VI) with high vitamin content. C. Spectrophotometric and chromatographic methodologies (HPLC) were combined
to obtain a general equation for the determination of the total phenol content corrected for the interference of vitamin C. The
overestimation of the content of total phenols by F-C by interference of vitamin C in apples treated by VI represented 4,9-44,65%,

for samples with a vitamin C content between 6.5-608.4 mg Kg'l, obtaining the highest values of overestimation in the samples
with the highest vitamin C content. The methodology proposed to improve the specificity of F-C serves as a basis for its application
in the determination of phenols to different plant matrices with different ascorbic acid contents.

KEYWORDS: Total phenols, ascorbic acid, determination, interference.

INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos constituyen la mayor fuente de antioxidantes en frutas y hortalizas, siendo su
cuantificacién una practica comtin al momento de seleccionar genotipos, etapas de maduracién, condiciones
de almacenamiento y de procesamiento, con el objetivo de obtener alimentos frescos y procesados con
alto potencial de proteccién contra radicales libres (Sdnchez-Rangel ez al., 2013). Por ejemplo, la presencia
de estos compuestos fitoquimicos en manzanas ha mostrado beneficios importantes sobre la salud, es asi
que se le han atribuido propiedades como capacidad antioxidante y accién anti-proliferativa de células
anticancerigenas, ademds de prevenir enfermedades crénicas en humanos (Boyer y Rui, 2004).

El ensayo de Folin-Ciocalteu nos da una buena estimacion del contenido de fenoles totales para la mayoria
de matrices vegetales. Se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo
de Folin-Ciocalteu (F-C) contiene sales de molibdeno y tungsteno que reaccionan con cualquier tipo de fenol
formando complejos fosfomolibdico-fosfotungstico. La transferencia de electrones a pH basico transforma
(reduce) los complejos fosfomolibdico-fosfotiingsticos en dxidos cromégenos de color azul intenso de
tungsteno(W30,3) y molibdeno (MosO»;3) siendo proporcional este color al nimero de grupos hidroxilo de
la molécula. La coloracién azul se puede determinar espectrofotométricamente a 760nm (Andrés-Lacueva
et al., 2010; Asami e al., 2003; Vrhovsek ez al., 2004) (Figura 1)
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pH 10 Mo(VI)+e-(de fendlicos y otros componentes reducidos) 2 Mo(V)
(pH=3)
(pH=~3)+Carbonato — 5 JIonesfenolato

de sodio pH=10

H3
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FIGURA 1
Efecto del pH en la reaccidn con el reactivo de Folin-Ciocalteu

Sin embargo este método experimenta interferencias debido a la presencia de diferentes sustancias
(particularmente aztcares, aminas aromdticas, didxido de azufre, 4cido ascorbico y otros enedioles y
reductonas, y hierro (II)) por lo tanto se deberfa realizar una correccién que considere las sustancias
interferentes, con la finalidad de obtener exclusivamente la concentracién de fenoles totales (Andrés-Lacueva
et al., 2010; Escarpa y Gonzélez, 2001; Prior ez al., 2005; Sanchez-Rangel ez al., 2013; Singleton y Rossi,
1965).

El 4cido ascérbico (AA), el 4cido dehidroascérbico (DHA) y los aztcares reductores (glucosa y fructosa)
tienen el mayor impacto en obstaculizar la precisién del ensayo especialmente en frutas y hortalizas
minimamente procesadas donde se incorpora dcido ascérbico como agente antioxidante.

Se han desarrollado algunos factores de correccién por interferencia de AA y DHA (vitamina C)
utilizando ensayos especificos para esta vitamina y métodos de extraccién que eliminan la mayoria de la
vitamina C (Prior ez al., 2005). En ese sentido se han propuesto diferentes metodologfas para mejorar la
especificidad del ensayo de F-C, dentro de los cuales se encuentra el calculo de la correccién del valor de
fenoles totales sustrayendo la actividad reductora del 4cido ascérbico (AA) (Sdnchez-Rangel ez al., 2013).

Exponiendo el reactivo F-C a condiciones 4cidas (pH=~3), el AA y DHA reaccionan rdpidamente con el
polifosfotungstato, dando un color azul justo después de mezclar la muestra con el reactivo. La observacién
de color azul antes de la adicién del alcali indica la presencia de AA, DHA u otros compuestos reductores
que no requieren la forma de fenolato para reducir el reactivo F-C (Figura 1).

El DHA es el primer producto de oxidacién de AA y estd naturalmente presente en frutas y hortalizas,
especialmente en aquellas donde la actividad de la polifenol oxidasa (PPO) es alta se utiliza AA como agente
para reducir las quinonas. El DHA es un enediol y por lo tanto también produce color azul en condiciones
4cidas durante la reaccién de F-C (Sdnchez-Rangel ez al., 2013).

La presencia de AA es generalmente un problema al determinar el contenido de fenoles totales de
frutas tales como naranja, kiwi y frutilla, que tienen concentraciones significativas de vitamina C (Sénchez-
Rangel ez al., 2013). Este inconveniente también se presenta en todos aquellos productos, como las frutas
minimamente procesadas, en que se incorpora AA como agente antioxidante.

El contenido promedio de vitamina C en manzanas es de alrededor de 46 mg Kg-1 (Ainsworth y Gillespie,
2007), y la incorporacién de vitamina C en manzanas minimamente procesadas mediante tratamientos de
impregnacién por vacio puede generar un incremento de este valor, alcanzando por ejemplo valores de hasta
645 mg Kg-1, de ahi la necesidad de definir una metodologia que mejore la especificidad del ensayo de F-C
para este tipo de productos.
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OBJETIVOS

Se propone desarrollar una metodologia para mejorar la especificidad del ensayo de F-C en la determinacion
de fenoles totales por sustraccién de la actividad reductora del acido ascérbico.

Aplicar dicha metodologia para determinacién de fenoles totales en manzanas minimamente procesadas
impregnadas bajo vacio con alto contenido de vitamina C.

MATERIALES Y METODOS

Correccién del contenido de fenoles totales por sustraccién de la actividad reductora del
acido ascorbico

La metodologia propuesta para determinar el contenido de fenoles totales de una muestra sin interferencia
del 4cido ascérbico se presenta en la Figura 2.

2 .
Absorbancia CFT
Absorbancia CFT por F-C corregidos
Abscrr=acer bepr Cepr Abs cpre= Abscpr— Abs yp

- -~ bepr
Absorbancia AAT por F-C
Absyyr = aur + byr. Czﬁ'l'!"

r y

(Ec.1) (Ec.4) Contenido de fenoles totales
Absr = ayr + byr. Cur
(Ec. 3)

carregidos
Concentracion AAT por

HPLC

H _ Allar = aflr

Caar = Y

TAAT
i (Ec.2)
FIGURA 2

AbS v — ey
T g PScrr-¢ ~ QCFT
Esquema para correccién del contenido de fenoles totales

por sustraccion de la actividad reductora del acido ascérbico
Para llevar a cabo dicha metodologia es necesario determinar experimentalmente:

o Abscer: Absorbancia correspondiente a la muestra por ensayo de F-C (Ec. 1, Figura 2)
e CH 4u1: Concentracién de 4cido ascérbico total de la muestra determinado por HPLC (mg AAT
11 Ec. 2, Figura 2)

A continuacién, con el valor de CH sat y la ecuacién 3 (Figura 2) se determina el valor de Abssat. Luego
se realiza la correccion correspondiente a la actividad reductora del 4cido ascérbico realizando la diferencia
entre las absorbancias (Ec. 4, Figura 2); donde Abscpr.c = absorbancia corregida por la actividad reductora
del 4cido ascérbico.

Con este valor obtenido de Abscpr.c yla ecuacion 1, se determina el contenido de fenoles totales corregidos
por la actividad reductora del 4cido ascérbico (Ccpr.c) en mg de AGE L. Con las ecuaciones 1, 2, 3 y 4
(Figura 2), se obtiene una ecuacién general (Ec. 5):
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Donde:

C*crcc = contenido de fenoles totales corregidos [mg AGE Kg’l]

Abscpr = Absorbancia de la muestra por F-C

a 447 = ordenada al origen de la curva de calibrado para el contenido de dcido ascérbico total por F-C
baar= pendiente de la curva de calibrado para el contenido de dcido ascérbico total por F-C.

Af 7 = Area de 4cido ascérbico total obtenida del andlisis por HPLC.

all 44T = Ordenada al origen de la curva de calibrado para 4cido ascérbico total por HPLC

b" a1 = Pendiente de la curva de calibrado para dcido ascérbico total por HPLC

d = Dilucién realizada por el método de HPLC (Extracto: Fase Mévil)

Venprc = Volumen de solucién extractante usada para determinaciéon de AAT por método HPLC
mpgpr.c= masa de muestra usada para determinacién de AAT por método HPLC

m¢cpr= masa de muestra usada para determinacién por método F-C

Vecrr= volumen de solucién extractante para determinacién de CFT por método F-C

acrr = ordenada al origen de la curva de calibrado para el contenido de fenoles totales por F-C
bcrr= pendiente de la curva de calibrado para el contenido de fenoles totales por F-C.

Curva de calibrado para la determinacion del contenido de fenoles totales (CFT) por el
método de F-C

Se preparé una solucién madre de 4cido gilico (AG) de 100 mg L, a partir de esta se prepararon soluciones
estandar con concentraciones de 20-80 ppm, se tomaron alicuotas de 250 pL de cada una de las soluciones
en tubos falcon y se adicionaron 250 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (E-C), 1500 pL de agua destilada
(V1) + 500 uL de Na,CO3 al 10% + 2500 pL agua destilada (V2). Se agitaron los tubos en un Vortex V-1
plus BOECO, posteriormente se centrifugaron a 4000 rpm por 15 min y se dejaron reposar en la oscuridad
por 15 min. Finalmente se midié la absorbancia de las muestras en espectrofotémetro Genesys 10S UV-VIS
a760 nm, obteniéndose por regresion lineal la curva de calibrado de absorbancia (Abscer) vs concentracion

de 4cido gilico, Ccpr [mg AG L] (Eec. 1, Figura 2)
Curva de calibrado de 4cido ascérbico total (AAT) por HPLC

Se realizd con un cromatégrafo Liquido (HPLC) SHIMADZU serie LC-20A equipado con una columna de
fase reversa Gemini Sp C18 110A de 250 x 4,6 mm, unida a un guarda columna Phenomenex (Phenomenex
Inc., CA, USA) y un detector SPD-M20A, jeringa de 100 uL con punta roma, especial para HPLC (Van de
Velde ez al., 2011).

Se preparé una solucién de dcido ascorbico 4 g L' a partir de AA, previamente secado durante 1 hren estufa

a 105 °C, disuelto en solucién extractante (SE: dcido metafosférico 30gL" + 4cido acético 80 g L"). Se tomé
0,5 mL de esta solucidn y se diluyd en 10 mL con SE, se tom6 4 mL de esta mezclay se completé a 10 mL con
fase mévil (FM: solucién buffer 0,03 M de acetato de sodio/4cido acético pH= 5,8 (95%), metanol (5%)),
previamente filtrada con filtros de nylon de 0,45 um. Posteriormente se agregé 1,3 mL de solucién de DL-
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ditiotreitol (DTT:5 g LY preparado en fosfato de potasio dibésico, K;HPO4 2,58 M), y se dejé reaccionar
por 2 hrs en la oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente se diluyo esta solucién con 10 mL de FM.

A partir de esta solucién se realizaron las diluciones con FM para obtener soluciones estandares de 0 a
80ppm. Se filtraron dichas soluciones en membranas millipore 0,45 uM vy se inyectaron en el HPLC. Se
obtuvieron las dreas de cada solucién estandar a partir de las cuales se obtuvo una curva de calibrado de area,

AM ja1 [mvs] vs concentracién de AAT, CH gar [mg AAT L] (Ec. 2, Figura 2).

Curva de calibrado para la determinacién de 4cido ascérbico total (ATT), por el método
espectrofotométrico de F-C

Se realiz6 una curva de calibrado para acido ascdrbico en las mismas condiciones que la curva realizada con
4cido galico por el método de F-C. Se prepararon soluciones estdndares de dcido ascérbico de concentraciones
de 20-140 ppm, se tomaron alicuotas de 250 pL de cada una de las soluciones en tubos falcon y se adicionaron
250 pL del reactivo de Folin-Ciocateu (F-C), 1500 uL de agua destilada (V1) + 500 uL de Na,CO5 al 10%
+ 2500 pL agua destilada (V2). Se agitaron los tubos en un Vortex V-1 plus BOECO, posteriormente se
centrifugaron a 4000 rpm por 15 min y se dejaron reposar en la oscuridad por 15 min. Finalmente, se midié
la absorbancia de las muestras en espectrofotémetro Genesys 10S UV-VIS a 760 nm, obteniéndose por
regresion lineal la curva de calibrado de absorbancia (Absaat) vs concentracién de AAT, Caar [mg AAT

L] (Ec. 3, Figura 2)

Determinacién del contenido de fenoles totales corregidos en matrices vegetales con
diferente contenido de vitamina C

Para evaluar la metodologia propuesta, se obtuvieron cinco muestras de manzanas minimamente procesadas
con diferente contenido en 4cido ascérbico mediante la tecnologia de impregnacién por vacio (IV).
Posteriormente, en cada una de dichas muestras se determinaron el contenido de 4cido ascérbico total,
el contenido de fenoles totales sin realizar la correccién, y el contenido de fenoles totales corregidos con
sustraccion de la actividad reductora del 4cido ascérbico (Ec. S), determindndose el incremento en el valor

del CFT determinado por F-C debido a la presencia de AAT (Ec. 6).

Iaat [%]= [(C*cre — C*cre-c)/C*cre-c]. 100) (Ec. 6)

Preparacion de muestras de manzanas minimamente procesadas con 4cido ascérbico
incorporado por IV

Se emplearon manzanas variedad Granny Smith. Las mismas fueron seleccionadas, lavadas, peladas y
descorazonadas. Posteriormente se cortaron en cubosde 1.5 cm delado y sometidas aIV paralaincorporacion
del acido ascérbico. Se utiliz6 una solucién de sacarosa de 30 °Bx conteniendo 1% de 4cido citrico més 1%
de 4cido ascorbico. Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente, a una presién de vacio de 67.7 mbary
tiempos de vacio/relajacién entre 1 y 14 min. Finalmente, los cubos de manzanas se escurrieron y se realizaron
las determinaciones analiticas correspondientes.
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FIGURA 3
Equipo de impregnacion por vacio para la obtencién de manzanas

minimamente procesadas con alto contenido en vitamina C

Determinacién de contenido de fenoles totales (CFT) y del contenido de 4cido ascérbico
total (AAT) en manzanas frescas cortadas tratadas por IV

Obtencion del extracto de las muestras

Para la obtencién de los extractos para la determinacién de CFT y AAT, se pesaron 2,5 g de cada muestra
molida (fruta fresca cortada tratada FT), se adicion6 25 mL de solucién de acetona/agua 80:20, y se
homogenizé la mezcla en ultrasonido por 15 min. Posteriormente se centrifugd a 12000 ga 4 °C por 20 min
y finalmente se separd el sobrenadante que se usé para la determinacion de CFT y AAT.

Determinacién del contenido de fenoles totales (CFT) por el método de F-C

La determinacién del contenido de fenoles totales se llevé a cabo usando el reactivo Folin-Ciocateu (F-C)
(Rodriguez Arzuaga ez al., 2016; Singleton y Rossi, 1965). Las reacciones para FF y FT se realizaron de
manera similar a la descripta para la obtencién de la curva de calibrado: en tubos falcon de 15 ml, se hicieron
reaccionar 250 pL de extracto + 250 pL de solucién F-C + 1500 pL de agua destilada (V1) + 500 pL de
Na,COj3 al 10% + 2500 pL agua destilada (V2), se agitaron los tubos en un Vortex V-1 plus BOECO y
posteriormente se centrifugaron a 4000 rpm por 15 min. Se dejaron reposar en la oscuridad por 15 min
para finalmente medir la absorbancia de las muestras en espectrofotémetro Genesys 10S UV-VIS Thermo
Scientific a 760 nm. Las determinaciones se efectuaron por triplicado, y los resultados obtenidos a partir de

la Ec. 1 (Figura 2) se expresaron en mg AGE Kg' fruta.
Determinacion del contenido de dcido ascérbico total (AAT) por HPLC

Para la obtencién de extractos se pesaron 12,5 g de muestra de y se agregaron 25 mL de solucién extractante,
se homogenizé la mezcla durante Imin en un Vortex V-1 plus BOECO vy se sonicé en un ultrasonido
TESTLAB por 15 min con agua fria y refrigerante, finalmente se centrifugd a 12000 g durante 20 min en
centrifuga refrigerada a 4 °C y se tomaron los sobrenadantes.

Se tomaron 2 mL del extracto de FT, se adicionaron 0,5 mL de solucién de DTT vy se dej6 reaccionar por
2 h en la oscuridad, pasado este tiempo se tomé 1 mL de esta mezcla y se agregd 5 mL de fase mévil para
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llegar a la dilucién 1/5; finalmente se filtré la muestra para inyectar en HPLC. Con los valores de las 4reas
bajo el pico correspondiente y la curva de calibrado (Ec. 5) se determiné la concentracién de AAT en mg

AAT Kg’1 Fruta.
RESULTADOS Y DISCUSION

Curvas de calibrado

Los coeficientes para las ecuaciones obtenidas a partir de las curvas de calibrado para CFT y AAT por el
método espectrofotométrico de F-C y para AAT por HPLC se pueden observar en la tabla 1, y las curvas de
calibrado en las figuras 1, 2 y 3, respectivamente.

TABLA 1
Coeficientes de las curvas de calibrado correspondientes a las ecuaciones obtenidas

para CFT y AAT por el método de F-Cy para AAT por el método de HPLC

Abscer AMaar Absaar

(Ec. 1) (Ec. 2) (Ec. 3)

Coeficientes

ai 0,0455 83144 0,0203
b 0,0133 27186 0,0037
R2 0.9989 0,9995 0,9952

ai: ordenada al origen, bi: pendiente; R2: coeficiente de determinacién
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FIGURA 4
Curvas de calibrado de: 4cido gilico (AG) obtenida por el método de espectrofotométrico
de F-C (a); 4cido ascérbico total (AAT) obtenida por el método espectrofotométrico
de F-C (b); de 4cido ascérbico total (AAT), determinada por HPLC (c)

Determinacién del contenido de fenoles totales corregidos por sustraccién de laactividad
reductora del 4cido ascérbico

A partir de la ecuacidn 6, se efectuaron los célculos de correccion de fenoles totales por sustraccién
de la actividad reductora del 4cido ascérbico. Se evidencié que existe interferencia del 4cido ascorbico
en la determinacién del CFT presentes en las muestras de manzanas con 4cido ascérbico incorporado,

obteniéndose valores superiores al CFT real en 4,9 al 44,6% (Tabla 2).



REVISTA IBEROAMERICANA DE TECNOLOGIA POSTCOSECHA, 2018, voL. 19, NUM. 2, JULY-DECEMBER, ISSN: 1665-...

TABLA 2
Concentracién de Fenoles Totales (C*cpr) y concentracion corregida (C*cpr.c) para

muestras de manzana fresca cortada con distinto contenido de 4cido asc6rbico (CH 4at).

C*cre CH par C*crec Taar
Muestra 5

(mg AGE kg-') (mg AAT kg*) (mg AGE kg*) (%)
1 328,87 6,47 313,59 4,9
2 358,74 12,69 338,00 6,1
3 560,68 445,16 437,11 28,3
4 624,76 519,33 465,02 34,4
5 599,41 608,42 414,95 44,6

IAAT (%): incremento en el valor del CFT determinado por F-C debido al AAT

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se puede indicar que para realizar la valoracién del contenido de fenoles
totales a través del método espectrofotométrico de F-C en muestras de frutas con alto contenido de AAT,
como las manzanas impregnadas con 4cido ascérbico mediante la tecnologia de IV, es necesario realizar la
correccién por interferencia de AAT en base a la metodologfa propuesta en el presente trabajo.

Se debe tener en cuenta que tanto el contenido de fenoles totales como el de 4cido ascérbico total en las
muestras de frutas deben estar en el rango de concentraciones en que se realizaron las respectivas curvas de
calibrado, ya que en ese rango las mismas son lineales. Si las muestras exceden dichas concentraciones, se
deberan realizar las diluciones correspondientes de los extractos, para poder aplicar la ecuacion 5.

Se determiné que el porcentaje de interferencia en el contenido de fenoles totales se incrementa a medida
que la concentracién de dcido ascérbico presente en la muestra es mayor, observindose porcentajes de
sobrevaloracién entre 4,9 y 44,6% para muestras con contenido de dcido ascérbico de 6,5 y 608,4 mg Kg'1
de fruta, respectivamente. La metodologia desarrollada en el presente trabajo permite obtener el contenido
de fenoles totales corregido por la interferencia de vitamina C, y sirve como base para futuras investigaciones
con incorporacién de 4cido ascérbico en diferentes matrices vegetales.
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