LUNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA DE LA SELVA
FACULTAD DE INGENIERIA EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

Departamento Academico de Ciencia, Tecnologia e Ingenieria de Alimentos

TINGO MARIA

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL
NONI (Morinda citrifolia L.) EN TRES ESTADOS DE
MADUREZ EN TINGO MARIA

TESIS

Para Optar el Titulo de:
INGENIERO EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

Presentado por:
JOEL PORFIRIO SULLON VARGAS

Promocion 2006 -li

TINGO MARIA - PERU
2009



F60
S91
Sullon Vargas, Joel P.

Evaluacion de la Actividad Antioxidante del Noni (Morinda citrifolia 1..)
en tres Estados de Madurez en Tingo Maria. Tingo Maria, 2009

85 h.; 24 cuadros; 12 fgrs.; 104 ref; 30 cm.

Tesis ( Ing. Industria Alimentarias } Universidad Nacional Agraria de la
Selva, Tingo Maria ( Per1). Facultad de Ingenieria en Industrias Alimentarias.
MORINDA CITRIFOLIA L. / ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE / NONI /
POLIFENOLES TOTALES / RADICALES LIBRES / METODOLOGIA /

TINGO MARIA / RUPA RUPA /LEONCIO PRADO/ HUANUCO / PERU.




UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA DE LA SELVA
Tingo Maria
FACULTAD DE INGENIERIA EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS
Av. Universitaria s/n. Teléfono (062) 561385 — Fax (062) 561156
Aparl. Postal 156 Tingo Maria E.mail; fia@unas.edu.pe

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

Los Miembros del Jurado que suscriben, reunidos en acto publico el 28 de Mayo
de 2009, a horas 11:00 a.m. en la Sala de Audiovisuales de la Facultad de
Ingenieria en Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria de la
Selva, ubicada en la ciudad de Tingo Maria, provincia de Leoncio Prado,
departamento de Huanuco, para calificar la tesis presentado por el ‘Bach.
SULLON VARGAS, Joel Porfirio, titulada:

“EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL NONI
(Morinda citrifolia L..) EN TRES ESTADOS DE MADUREZ EN
| TlNGO MARIA”

Después de haber escuchado la sustentacion, las respuestas a_las preguntas
formuladas, lo declaran A2.£0 4A.0.0 con el calificativo de ... 40 . E.A0...

en consecuencia el Bachiller, queda apto para recibir el titulo de lngemero en
Industrias Alimentarias de! Consejo Universitario, de conformidad con el Art. 22°

de la Ley Universitaria 23733, los articulos 51° y 52° del Estatuto Actualizado de la
Universidad Nacmnal Agraria de la Selva.

Tingo Maria, 28 de Mayo de 2009

D2
Gunté@ Renglfo " “Ing. Raida L. Matbs Bustamente
Presidente Miembro '

Ing Wmna“sv .oldén Carbajal ‘ Dra Ehzabethz Ordéﬁez Gomez.

/ Miembro ' ‘Asesora



DEDICATORIA

A DIOS TODOPODEROSO por
concederme la vida, fuerzas y sabiduria,
guidndome a cada instante de mi vida
para terminar con éxito esta meta

trazada.

A mi madre, PAZ VARGAS con
infinita gratitud, por sus invalorables
consejos, comprensiéon y apoyo, por
inculcarme  valores morale_s y
espirituales que fueron los pilares

para culminar mi carrera profesional.

A mi esposa CHING LIG, mi companera
de siempre, por su amor, comprénsién y
apoyo desinteresado y con inmenso
amor a mi hijo ALBERT JATNIEL el

mejor regalo que Dios me dio.

A mis hermanos: Carmen, Angel y
Josefina y a Maruja y Juan por su

comprension y apoyo incondicional.

A mis sobrinos (as). Jonathan, Yaritza, José, Dilther, Christopher, Angeli,

Keylit, Benjamin y Doli; esperando haber sido un ejemplo a imitar.



AGRADECIMIENTOS

Mi mas sincero agradecimiento a todas las personas que de una forma u otra
han contribuido en la realizaciéon de ésta tesis. A la Universidad Nacional

Agraria de la Selva por acogerme en sus aulas y formarme profesionaimente.

Al Centro de Investigaciones de Productos Naturales de la Amazonia (CIPNA)

y a todos los que dirigen este centro de investigacion.

A la Dra. Elizabeth S. Orddriez Gémez, asesora del presente trabajo de
investigacion, por su amistad, comprensién, apoyo y paciencia durante la
realizacion de la tesis, por su ejemplo de superacion, consejos y ensefianzas

vertidos hacia mi persona.

Al PhD. Manuel Sandoval Chacén, por su tiempo y dedicacién como co-asesor

de esta tesis, por permitirme un espacio en el laboratorio y facilitarme reactivos.

Al Dr. Tomas Menacho Mallqui, por su amistad y apoyo brindado en la revisién

del presente trabajo.

A los ingenieros Juan Villanueva y Darlin Reategui, por su orientacién en las

técnicas de evaluacion y apoyo desinteresado.



A la familia Flores Gastell, muy en especial a Julian e lda por su confianza,

aprecio y apoyo desinteresado.

Al Sr. Lennin Ocampo Barboza y su Sr. padre, Edwin Ocampo Cardenas,

quienes nos proporcionaron la fruta de noni para los analisis experimentales.

A todos mis profesores de la FIlA, quienes contribuyeron en mi formacion

profesional.

A los sefores: Carlos Salazar, Diana, Zoila, Juan Soto, Celedonio Yacha, Glelia
Rios, Aurelia Ledn, Lucas y Alberto Vasquez por sus acertados consejos y

apoyo desinteresado para la realizacion de esta tesis.

A mis comparieros y amigos: Johan, Jorge Luis, Aminadab, Félix Yubani, Justo,
Oscar, Litman, Helmut, Manuel, Davy, Leticia, Félix y Leonor, por ser grandes

amigos, por su apoyo y motivacion en mis momentos dificiles.

A todos los que creyeron en mi, me apoyaron, me ayudaron y me aconsejaron.

iSinceramente, mil Gracias!



RESUMEN

I INTRODUGCCION o e e e e e e
. REVISION BIBLIOGRAFICA ..o e
A, Generalidades del NONI ... ... oo

1.

H 0N

B. Términos para determinar el estado de madurez de las frutas .

1.

2
3.
4

o

C. RaAdicalesS Ibres ..o e e e e e e i

1.

iNDICE GENERAL

Aspectos generales ...........ooeiiiiit i

Descripcidbn botanica ...................co
=) (e 1o 111 - T U
Caracteristicas del fruto ...
Componentesdel noni ...........c.o.o i

Composicion fisico quimicodel noni .........................

MaduUIrezZ ... e e
MaduraCion ...
Madurez de cosechaocomercial .................................
Madurez fisioldgica ............coo i iiii
Madurez organoléptica ...
Estadosdemadurez ...................co

indicede madurez ..o

DefiniCion ...
a) Radical 1,1 difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) ............... ...

Pagina

01
03
03
03

04
04
05
06
06
07
07
07
08
09
09
10
10
11

11

13



. MATERIALES Y METODOS ... oo e e
A

B.

3.

4.

b) Radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazoline — 6 acido

SUBNICO) (ABTS®) ... oo oo oo

c) Radical peroxilo ..............ocooi i e

¢ Donde se producen los radicales libres?.................
Fuentes de produccién de radicales fibres .....................

Radicales libres derivados del oxigeno y otros ................

ANtiOXIdanNtesS ... ool

1.
2.
3,
4,
5.

Lugar de €Jecucion .............cooiiiiiiie i e e e

Materiaprima ...... ..o

Definicién .............

Funcion de los antioxidantes ...........................

Tipos de antioxidantes ................coooi i i
Acido ascérbico (Vitamina C) ...........ccoeii i

POl enOleS o e el

Equipos, materiales yreactivos ...........................

1.
2.
3.
Métodos de analisis ..o

1.

Equiposdelaboratorio ...
Materiales de laboratorio ...

Reactivosysolventes .......................... ..

Analisis fisico quimiCo ...............coooee i
Cuantificacién de acido ascorbico ................................
Cuantificacion de polifenoles totales .............................

Evaluacion de la actividad antioxidante .........................

14

15
15
16
17
18
18
18
19
20
24
29
29
29
30
30
30
31
32
32
33
33
33



Metodologia experimental ................c.oooiiii i

1. Andlisis fisico quimico de la pulpa de noni en tres estados

demadurez ............cooii i
2. Preparacidbndelamuestra ...

3. Cuantificacion de acido ascorbico en el jugo de noni en

tfres estados de MadUIeZ ... ... e

4. Cuantificacion de polifenoles totales en el jugo de noni en

tresestadosdemadurez ...

5. Evaluacion de la actividad antioxidante en el jugo de noni

entresestadosde madurez ............oo i e

Diseficexperimental ...

IV, RESULTADOS ... et e e e e e e e

A

Analisis fisico quimico de la pulpa de noni en tres estados de

AAUICZ .o e e e e e e e

Cuantificacién de acido ascérbico en el jugo de noni en tres

estados de MadUICZ ... ... e
1. Determinacion de la curva estandar de acido ascorbico ....
2. Cuantificacidon de acido ascorbico ..................co e,

Cuantificacion de polifenoles totales en el jugo de noni en tres

estados demMadUrezZ ...
1. Determinacion de la curva estandar de polifenoles totales

2. Cuantificacion de polifenoles totales .............................

34
34

34

35

36

37

41

42

42

43

43

44

45

45

46



D. Evaluacion de la actividad antioxidante en el jugo de noni en

tres estados de MadUIeZ ... ..o e

3.

Inhibicién del radical 1,1 diphenyl-2-picryl-hydrazyl

Capacidad de inhibir el catibn 2 2-azinobis (3-

etilbenzotiazoline — 6 acido sulfénico) (ABTS®') ..............

Capacidad de inhibicién del radical peroxilo..................

V. DISCUSION o e e e

A

Anadlisis fisico quimico de la pulpa de noni en tres estados de

MAAUIBZ . . . e e e e e e e e e e e s

1.
2
3
4.
5
6
7.

8.

9.

Humedad ... s
Proteina ... ...
GrAS@ ... oo et e e e e e
FIbra o
CeNIZAS ...
Carbohidratos ... e
Solidos solubles (°BX) ..........coo i

ACIACZ . e,

10. indicede Madurez ...............

Cuantificacién de acido ascorbico en el jugo de noni en tres

estadosde madurez ...

1.

2.

Determinacion de la curva estandar de acido ascorbico ...

Cuantificacion de acido ascorbico ...l

47

47

48
49

50

50
50
51
51
52
52
53
54
54
55

56

56
56

57



C. Cuantificacién de polifenoles totales en el jugo de noni en tres

estados e MAaGUICZ ... .o e

1. Determinacion de la curva estandar de polifenoles totales

2. Cuantificacion de polifenoles totales .............................
D. Evaluacién de la actividad antioxidante en el jugo de noni en
tres estados demadurez ....... ...t
1. Inhibicién del radical 1,1 diphenyl-2-picryl-hydrazyl
(DPPH) ..o e e e e e e e
2. Capacidad de inhibir el catibn 2 2-azino-bis (3-

etilbenzotiazoline — 6 acido sulfonico) (ABTS®) ..............
3. Capacidad de inhibicién del radical peroxilo ..................

VI. CONCLUSIONES ... e e e e e
VIl. RECOMENDACIONES ...........occooiiiiii i e
IX  BIBLIOGRAFIA ... e e

59

59
60

62

62

63

65
67
68
69
&l

85



iNDICE DE CUADROS

Cuadro
1. Radicales libres derivados del oxigenoy otros .......................
2. Resultados del analisis fisico quimico de la pulpa de noni en
tresestadosdemadurez ...
3. Lectura de la absorbancia a partir de la concentraciéon de acido
ASCOMDICO ... et e e e
4. Contenido de acido ascérbico en el jugo de noni en tres
estados demadurez ...........ocoo it e,
5. Lectura de la absorbancia a partir de la concentracién de (+)
CatequinNg ... ... e e
6. Contenido de polifenoles totales en el jugo de noni en tres
estados demadurez ......... ..o i i,
7. Inhibicién de radicales libres de DPPH (ICsp) en el jugo de
nonientres estadosdemadurez .............................o
8. Determinacion del ICsq del radical ABTS®" en el jugo de noni en
tres estadosdemadurez ................c.cooo i
9. Determinacion del ICsp del radical peroxilo en el jugo de noni
entres estadosdemadurez ...................oooi i
10. ANVAdel andlisisdehumedad ............................ .. ...

Pagina

17

42

43

45

46

47

48

49

84



1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.

21.

22.

23.

24,

ANVA del andlisis de proteina ...
ANVA del andlisisde grasa ..........cc oo i
ANVA del andlisisdefibra .............cooo

ANVA del analisis de Cenizas ......coe oo e

- ANVA del analisis de carbohidratos ..........cccoeeevee oo,

ANVAdelandlisisde pH ... ...
ANVA del anélisis de sélidos solubles ................................
ANVA del andlisisdeacidez .................ooocciiiii s
ANVA del andlisisde indicedemadurez ..............................

ANVA del contenido de acido ascérbico en el jugo de noni en

tresestadosde madurez ...t

ANVA del contenido de polifenoles totales en el jugo de noni en

tresestados de MadUIEZ ... e e e,

ANVA de la capacidad de inhibir el radical DPPH en el jugo de

nonientresestadosde madurez ................oo e

ANVA de la capacidad de inhibir el radical ABTS®" en el jugo

denonientresestadosdemadurez ...

ANVA de la capacidad de inhibir el radical peroxilo en el jugo

denonientresestadosdemadurez ............................... ..

84

84

85

85

85

85

86

86

86

87

87

88

88

88



iNDICE DE FIGURAS

Figura Pagina
1. Fruta de Noni (Morinda citrifolia L.) .......................c.o i 05
2. Quimica de la inhibicion del radical libre por una especie
antioxidante ... 14
3. Molécula de Acido ascérbico oxidada y reducida ................... 21
4. Algunos compuestos fendlicos presentes en alimentos ........... 25
5. Disefio Experimental ... 41
6. Curva estandar para la cuantificacién de acido ascérbico ... ...... 43
7. Comportamiento del contenido de acido ascorbico en €l jugo de
noni en tres estadosdemadurez ... 44
8. Curva estandar de (+) -catequina para la cuantificacién de
polifenoles totales 45
9. Comportamiento del contenido de polifenoles totales en el jugo
denonientres estadosdemadurez ...................c.coii e 46

10. Comportamiento del ICsp del radical DPPH en el jugo de noni

entresestadosde madurez .......coovn e 47

11.  Comportamiento del ICsp del radical ABTS®* en el jugo de noni

entresestados e MadUICZ. ... ..o e e e e 48

12. Comportamiento del ICso del radical peroxilo en el jugo de noni

entresestados de MaduUrez ..........oo oo e e 49



RESUMEN

En la actualidad existe mucho interés por la busqueda de antioxidantes de
fuentes naturales incluyendo el noni (Morinda citrifolia L.). Su consumo es
promocionado debido a sus propiedades funcionales que posee, ademas es
utilizado como suplemento dietético alimenticio por sus bondades nutricionales,
ya que su consumo puede ser en jugos, néctares, concentrados, tabletas o
capsulas. El objetivo fue determinar las caracteristicas fisicoquimicas, el
contenido de acido ascorbico, polifenoles totales y su actividad antioxidante
mediante los métodos: DPPH, ABTS°" y Peroxilo en frutos de noni en estados
de madurez pintdn, maduro y sobremaduro. Esta investigacion se llevd a cabo,
en el laboratorio del Centro de Investigaciones de Productos Naturales de ia
Amazonia (CIPNA-UNAS). La caracterizacion fisicoquimica (AOAC, 1997), la
cuantificacion del acido ascérbico método HUNG y YEN (2002), cuantificacion
de polifenoles totales se utiliz6 el método Folin Ciocalteu SANDOVAL et al.
(2001); la actividad antioxidante mediante el radical DPPH método de BRAND-
WILLIAMS et al. (1995), modificado por SANDOVAL et al. (2001). Para el
cation ABTS®" método PELLIGRINI et al. (1999) y para el radical peroxilo
meétodo TRAP (poder total de actividad reductora) SANDOVAL et a/. (2001). El
mayor porcentaje de humedad, proteina, fibra y cenizas se encuentra en las

frutas en estado pintdn, mientras que los carbohidratos, sélidos solubles y



acidez en el estado sobre maduro, se notd una disminucién progresiva del pH
durante la maduracion de la fruta y la grasa se mantuvo constante para los tres
estados de madurez. El fruto en estado maduro tuvo el mayor contenido de
acido ascorbico 252,975+1,87 mgAA/100mi; y polifenoles totales 232,41316,76
mg de catequina/100ml de jugo de noni. Para el radical DPPH se encontrd
como mejor tratamiento al estado maduro ICsp 149,475+£0,55 ug/ml; en el
método del cation ABTS°" el mejor fue el estado de madurez pinton ICso
145,49040,58 ug/ml y este mismo estado de madurez fue el mejor en el radical

peroxilo ICsp 106,065+1,98 ug/mi.



I.  INTRODUCCION

Los compuestos antioxidantes, presentes en forma natural en los
alimentos, cada dia cobran mayor importancia debido al papel que
desemperian en la salud humana, puesto que previenen y se encargan en
eliminar aquellas sustancias potencialmente nocivas y generadoras de
desodrdenes y enfermedades en el ser humano. La proteccion que las frutas y
los vegetales brindan contra las enfermedades degenerativas como cancer,
enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares y sus propiedades
antimutagénicas y antienvejecimiento ha sido atribuida a su alto contenido de
diversos antioxidantes. Los procesos degenerativos se han relacionado con la
accién de especies reactivas de oxigeno (EROS) que dafnan los componentes
celulares, y los efectos terapéuticos sobre estas enfermedades estan

vinculados con el sistema antioxidante (DRAGO ef al., 2006).

Desde tiempos remotos las plantas se utilizaron como alimentos,
recursos terapéuticos para combatir o prevenir diversas enfermedades que
afectaban a la poblacion. Una de las frutas o frutos que se comercializan
mundialmente es el noni (Morinda citrifolia L), atribuyéndole propiedades
nutracéuticas por que existen evidencias que el jugo de este fruto puede

ayudar favorablemente a combatir algunas enfermedades como: presion alta,
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artritis, Ulceras gastricas, arteriosclerosis, problemas con vélvulas sanguineas
entre otros, se cree que los compuestos polifendlicos, acido ascorbico entre
otros componentes son atribuidos principalmente a su actividad antioxidante,
sin embargo, es escasa la disponibilidad de investigacién cientifica sobre los
estados de madurez para la cosecha, variedades, vida util del fruto y productos

procesados (HIRAZUMI et al., 2006).

El noni es una planta que crece en zonas tropicales y en la
actualidad se viene cultivando en el departamento de Ucayali y también en el
Alto Huallaga donde es promovido como cultivo alternativo por sus bondades
funcionales. Los productores de este fruto tienen controversias sobre el
momento de cosecha donde se aproveche mejor sus propiedades funcionales,
esto nos motivd a realizar el presente estudio en tres estados de madurez:
pintdon, maduro y sobre maduro; para €llo se plantéé los siguientes objetivos:

o Caracterizacion fisico quimica de la pulpa de noni en tres estados de
madurez.

¢ Cuantificacién de acido ascérbico y polifenoles totales en el jugo de noni
en tres estados de madurez.

e Evaluacion de la actividad antioxidante en el jugo de noni en tres
estados de madurez medido por su capacidad de inhibir radicales libres
1,1 diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH), 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazoline

~ 6 acido sulfénico) (ABTS®") y radical peroxilo.



H. REVISION BIBLIOGRAFICA

A. Generalidades del noni.
1. Aspectos generales.

El noni (Morinda citrifolia L.) es originaria del sureste de Asia y ha sido
utilizada por habitantes de varias islas del Pacifico sur. Los primeros estudios
datan de 1848 y tenian un fin comercial, el de encontrar tintes naturales para
ropa de color amarillo, rojo y purpura. En los afios cincuenta del siglo XX
comienzan las investigaciones meédicas y empiezan las especulaciones de sus
usos milagrosos. La fruta del noni podria convertirse en un efectivo agente

curativo (NEYRA, 2006).

El noni es una fruta con propiedades extraordinarias utilizada por mas de
2,000 afios en la Polinesia, China, India y otras partes del mundo (ACOSTA,
- 2003). Varios investigadores alrededor del mundo han indagado sobre las
acciones curativas del noni y de sus efectos beneficiosos en la purificacion de
la sangre, estimulacion del sistema inmune, regulaciéon de la funcion de las
células, y regeneraciéon de las células dafadas. Otras investigaciones han
indicado que el noni tiene efectos analgésicos, antibidtico, anti-inflamatorio y
anti-congestivo, puede ayudar a restaurar y regular el pH del cuerpo

(SOLOMON, 1998). En muchos estudios que se efectGan sobre el noni estan
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implicadas sustancias propias de otras partes del vegetal, como las hojas, la

raiz, las flores, las semillas y también la fruta verde (SERRA, 2006).

2. Descripcion botanica.

La planta de noni es un arbusto, que estd compuesta de un tallo
principal de donde se desprenden cuatro ramas angulares y glabras. Las ramas
secundarias poseen nudos separados de donde emergen los racimos florales.
El maximo crecimiento y desarrollo del arbol de noni se observa en aquellas
zonas del pais donde se registran temperaturas diurnas entre 25 y 30 °C
(ACOSTA, 2003). Las hojas son grandes de color verde oscuro, son elipticas,
ovaladas opuestas entre si de 15 a 25 cm. de longitud, el florecimiento y
fructificacidn del noni es continuo a lo largo de todo el afio (NEYRA, 2006); los
primeros frutos aparecen a los 8 meses de edad y en dos afios ya se tiene una
planta productiva de donde se obtienen varios subproductos (BAQUEDANO et

al., 2004).

3. Taxonomia.
NEYRA (2006) menciona que el noni (Morinda citrifolia L.) tiene la

siguiente clasificacion taxonémica:

Reino : Plantae
Divisidn : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Gentianales

Familia _ : Rubiaceae



Género : Morinda
Especie : M. citrifolia
Nombre binomial Morinda citrifolia L.

4. Caracteristicas del fruto.

Los frutos se forman de flores independientes; es decir, de formacion
multiple de masa compacta, blanda y jugoso, es de color verde en su etapa de
formacién y blangquecino o amarillo pélido cuando alcanza la maduracién
técnica, su longitud fluctia de 4 a 8 cm. y el diametro de 5 a 7 cm,, la
configuracién es similar a la de una papa, el fruto maduro apto para el consumo
posee un olor fuerte parecido al queso podrido. Las semillas son discoidales
con una ligera forma eliptica y de color castafio se producen en disposicion
radial sobre el eje del carpelo, estan cubiertas por un saco de proteccion que

les permiten flotar en el agua (NEYRA, 2006).

Figura 1: Fruta de noni (Morinda citrifolia L.).



5. Componentes del noni.

ACOSTA (2003) menciona que sus propiedades se deben a la presencia
de componentes activos tales como la xeronina, proxeronina, proxeronasa,
damnacantal, escopoletina y aminoacidos. Por otro lado NEYRA (2006)
también hace referencia de otros compuestos activos presentes en el noni,
tales como: terpenos, antraquinones, aminoacidos, fitonutrientes, morindona,
morindina, acubina, alzarina, acido caproico y acido caprilico. El noni es un
fruto rico en polisacaridos, lo que unido a su contenido en vitaminas,
especiaimente C, carotenoides, bioflavonoides, minerales como magnesio,
hierro, selenio, zinc, cobre, azufre, potasio y un contenido proteico de 4- 6%
estos componentes le confieren una actividad nutricional y antioxidante notable
contra los radicales libres. El noni posee también, por su composicién, una

actividad ténica general y antifatiga (SERRA, 2006).

Otros componentes del jugo de noni son los &cidos grasos, presentes en
baja proporcién, asi como moléculas de la familia de los esteroles como el
sitosterol y el estigmasterol, presentes en otras frutas tropicales como el
aguacate, que tiene para el organismo humano una accién muy favorable en el

exceso de colesterol (SERRA, 2006).

6. Composicion fisicoquimica del noni.
SANTIAGO et al. (2008) realizaron analisis fisicoquimico (humedad,
cenizas, proteina, grasa y carbohidratos), de la fruta seca de noni verde y

maduro durante seis meses consecutivos. Los resultados fueron expresados en
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g/100 g de muestra seca, obteniendo el siguiente reporte: Humedad (87,12 +
0.25; 85,04 + 0,02), cenizas (5.46 + 0.04; 4.77 + 0.04), grasa (1,19 £ 0,08, 3,10
+ 0,07), proteina (5,39 + 0,183, 6,15 + 0,02), carbohidratos (0,83 + 0,04; 0,96 +

0,08).

B. Términos para determinar el estado de madurez de las frutas.
1. Madurez.

FAO/OMS (1984) establece que la madurez es el estado en que todo
producto fresco esta listo para la cosecha cuando se ha desarrollado hasta
alcanzar el momento ideal para el consumo. Desde el punto de vista botanico,
madurez del fruto es aquel que ha completado su crecimiento activo
(crecimiento vegetativo) y produccidon de semilla (madurez fisiologica). La
madurez para la cosecha es el estadio en el que el producto puede ya
cosecharse, teniendo en cuenta el tiempo necesario para llegar al mercado y el
tipo de manipulacion a que sera sometido en el camino. POTTER (1978)
menciona que el tiempo exacto para recolectar la fruta depende de varios
factores: la variedad, ubicacion, clima, facilidad de quitar la fruta del arbol y el

propésito para el que ha sido prevista la fruta.

2. Maduracioén.
Segin AGUSTI (2004), la maduracién es el conjunto de cambios
externos e internos como el sabor y la textura, que un fruto experimenta
cuando completa su crecimiento. En esta fase de desarrollo del fruto cambia la

coloracién del pericarpio, disminuye el contenido de almidén, aumenta la



concentracion de azucares, se reduce el contenido de acidos, hay pérdida de
firmeza y otros cambios fisicos y quimicos. Superada esta etapa, el fruto pierde
firmeza, aumenta su sensibilidad a las condiciones del medio, pierde el control

metabolico e inicia su senescencia.

Por su parte SAENZ (1993), define como una serie de cambios fisicos y
quimicos que suceden en el tiempo asociados con el desarrollo de un érgano y
‘que lo preparan para el cumplimiento de su funcién biolégica. Cuando se
refiere a frutos incluye los cambios comprendidos desde el momento en que se
alcanzo la madurez fisioldgica y el momento en que alcanza el estado de fruto

maduro.

3. Madurez comercial o de cosecha.

Segun GALLO (1993), la madurez de cosecha o comercial es aquella
etapa fisiolégica en el desarrollo de la fruta en la cual se desprende del arbol y
puede llegar a desarrollar su madurez de consumo. HAWTHORN (1983)
menciona que la madurez comercial es simplemente las condiciones de un
organo de la planta requerida por un mercado, cominmente guarda escasa
relacion con la madurez fisiolégica y puede ocurrir en cualquier fase del
desarrollo o envejecimiento. Por otro lado SAENZ (1993) indica que la madurez
comercial es el punto durante el desarrollo de un 6rgano en el cual este retine
las caracteristicas necesarias para su consumo como alimento humano, para
su uso industrial o cualquier otro uso econdmico y puede ser

independientemente del grado fisiolodgico de madurez o desarrolio.



4. Madurez fisiolégica.

WILLS (1984) indica que la madurez fisiologica suele iniciarse antes de
que termine el crecimiento e incluye diferentes actividades en los distintos
productos. También menciona que el crecimiento y la madurez fisiolgica del
fruto solo se completa cuando permanece este unida a la planta de que
procede. Esto coincide con KADER (1992) que también menciona que el
crecimiento y la maduracion fisiologica de la fruta solo se completa cuando
permanece unida a la planta de la cual procede, pero la madurez organoléptica
y la senescencia pueden proseguir una vez separada de la planta. Segun
GALLO (1993) indica que la madurez fisiolbégica se conoce cuando la fruta se
encuentra en su maximo estado de crecimiento y desarrollo y todas sus partes

especialmente la semilla estan maduras y aptas para su reproduccion.

5. Madurez organoléptica.

WILLS (1984) menciona que la maduracién organoléptica es un proceso
dramético en la vida de la fruta, pero gustativamente atractivo, sefiala que es el
final del desarrolio y el comienzo de su senescencia y ademas es
ordinariamente un proceso irreversible. Las frutas se recogen solo
fisiologicamente y organolépticamente maduras, pero algunas frutas que son
consumidas como hortalizas se recolectan incluso antes de que la maduracién
haya comenzado. Por su parte GALLO (1993) indica que éste es el momento
del desarrollo fisiologico del fruto cuando todas las caracteristicas sensoriales
propias de éste, como el sabor, color, aroma, textura y consistencia son

completas y arménicas.
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6. Estados de madurez.

Una de las maneras de abordar la identificacién del estado de madurez
es mediante la valoracién de ciertas caracteristicas quimicas del producto (pH,
acidez, fibra, aimidon, sélidos solubles totales (SST), azlcares, entre otros),
tales caracteristicas estan relacionadas con el grado de aceptabilidad comercial
. del producto (ARCILA et al., 2002). Por otro lado WILLS et al. (1998) y REID
(2002) indican que el cambio de color es la caracteristica més notoria en
muchas frutas durante su maduracién y por ello se utiliza como criterio para
definir el estado de madurez de una fruta. La transformacién mas importante es
la degradacion del color verde, la cual estd asociada con la sintesis o
desenmascaramiento de pigmentos cuyos colores oscilan entre el amarillo

(carotenoides) y el rojo-morado (antocianinas) (KAYS, 2004).

Segun lo expresado por MEDLICOTT et al. (1990), el color es la
cualidad mas notorio entre los cambios experimentales que ocurren en muchos
frutos durante la maduracion y con frecuencia el més importante de los criterios
utilizados por los consumidores para decidir si el fruto esta o no maduro. REID
(2002) enfatiza que los parametros (tamaro, color, firmeza, etc.) deben
correlacionar bien con los cambios en los diferentes estados de madurez del

fruto.

7. indice de madurez.
La recoleccion demasiado temprana (frutos inmaduros), al igual que ia

recoleccion tardia (frutos sobremaduros), debe evitarse, no sélo por la calidad
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del producto obtenido, sino ademas por los traumatismos que puede causar en
la planta. Para el reconocimiento del momento optimo de recoleccion se han
establecido una serie de factores indicativos denominados ‘indices de
madurez’, los cuales deben ser capaces de poner de manifiesto diferencias
pequefias. Asi mismo, deben ser sensibles, practicos, rapidos y de ser posible,
estos indices deben ser cuantificables de manera que pueda expresar el grado
de madurez mediante cifras que permitan establecer comparaciones con
medidas que hagan otros observadores (PARRA y HERNANDEZ, 1997). Por
su parte PRIMO (1997), afirma que durante la maduracion de los frutos hay un
aumento progresivo en la concentracion de los sdlidos solubles, sobre todo de
azucares y un descenso importante de la acidez, por esto, la relacion
brix/acidez aumenta cuando avanza la maduracion y se toma universalmente
como indice de madurez (IL.M). POTTER (1978) indica que durante la
maduracion de los frutos los aztcares aumentan y los acidos disminuyen. Por
otro lado, AMOS (1968) y CHEFTEL y CHEFTEL (1980) manifiestan que en la
maduracion de los frutos se produce un descenso de la acidez en la mayoria

de los frutos.

.C. Radicales libres.
1. Definicién.
Los radicales libres son especies quimicas que poseen uno 0 mas
electrones desapareados, capaces de existir de forma independiente
(ARUOMA, 1994), que se producen en todas las células, y que presentan una

gran inestabilidad. Son especies muy reactivas y con una elevada actividad
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como aceptores de electrones, lo cual les convierte en potenciales productores

de dafo a diferentes moléculas del organismo (HALLIWELL, 1994).

ANDERSON y PHILLIPS (2001) mencionan que cualquier molécula o
atomo que contiene uno o mas electrones desapareados es un radical libre; por
lo tanto, los radicales libres intentaran arrancar un electrén de otra molécula y
en este proceso rompen otras parejas de electrones para conseguir su propio
apareamiento creando asi moléculas inestables generandose una reaccién en

cadena.

La vida media biolégica del radical libre es de microsegundos, pero tiene
la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un
gran dafo a moléculas, membranas celulares y tejidos. Los radicales libres no
son intrinsecamente téxico; de hecho, nuestro propio cuerpo los produce en
cantidades moderadas para luchar contra bacterias y virus (AVELLO vy

SUWALSKY, 20086).

Estas especies reactivas son implicadas, en muchas enfermedades
incluyendo arterosclerosis desordenes del tracto respiratorio, enfermedades
neurodegenerativas, inflamaciones y cancer (ANDERSON y PHILLIPS, 2001;

ELEJALDE, 2001).

Los procesos de oxidacidon producen radicales libres que pueden

interferir en los procesos normales y dafiar las células corporales causando
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estrés oxidativo. El estrés oxidativo, se define como el desbalance entre la
produccién de radicales libres y la cantidad de antioxidantes presentes en el
ambiente intracelular. Es la pérdida de equilibrio entre pro oXidacién y
antioxidacién a favor de los pro oxidantes, (ELEJALDE, 2001 e INOE ef al,
2001). Se dice que ha ocurmrido un dafo oxidativo cuando el excesb de
radicales libres causa dario celular. Muchas sustancias téxicas son capaces de
producir radicales libres y de disminuir nuestra defensa antioxidante,

aumentando el estrés oxidativo (MURILLO, 2006).

a) Radical 1,1 difenil-2-picril-hidrazil (DPPH).

Es un radical libre estable y se utiliza como indicador para medir la
capacidad de secuestro de cualquier compuesto que posea actividad
antioxidativa. El principio del método del DPPH consiste en la sustraccién de un
atomo de hidrogeno proveniente de un fenol donador (ejemplo compuesto
fendlicos) para generar el compuesto definilpicrihidrazina y un radical fenoxil.
En este proceso, la reaccién desarrolla un cambio de color de violeta a amarilio
a medida que disminuye la absorbancia detectable a 515 nm. (LEBEAU et al.,

2000).
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Actividad antioxidante

1,1 difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) : H
(DPPH) Amarillo
Violeta

Figura 2: Quimica de la inhibicién del radical libre por una especie antioxidante.

Seguin LEBEAU et al., (2000).

b) Radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazoline — 6 acido sulfénico)

(ABTS®")

Entre los métodos utilizados para determinar la capacidad de un
antioxidante para captar radicales libres, el radical ABTS™ es uno de los mas
aplicados, al considerarse un método de elevada sensibilidad, practico, rapido y
muy estable; a pesar de esto los valores de actividad antioxidante pueden
depender del tiempo escogido para efectuar la medida. La absorbancia medida
por el método ABTS es determinada a los 1 y 7 minutos; los resultados
obtenidos por algunos investigadores indican que la reaccidén con el radical

ABTS™ no se completa hasta pasado 1 minuto (KUSKOSKI et a/., 2005).
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c) Radical peroxilo
El radical carbonilo sufre cambios moleculares originando un dieno
conjugado (alquenos de dobles enlaces C=C alternos con enlaces simples C-

C) y en presencia de oxigeno molecular origina el Radical Peroxilo.

El radical peroxilo toma un atomo de hidrogeno de otra molécula
vecina, la cual puede ser otro acido graso poliinsaturado formandose un
Hidroperoxido y un nuevo radical lipidico. Entrando la peroxidaciéon en fase de
propagacion. El grado de propagacion de la reaccion depende de la relacion
Lipido/Proteina, la composicion de los acidos grasos, de la concentracion de
oxigeno, de la presencia de antioxidantes y de los metales de transicibn como

hierro y cobre (LEBEAU et al., 2000).

2. ¢;Donde se producen los radicales libres?

Se considera que la mitocondria es la fuente generadora de ERO
(Especies Reactivas del Oxigeno) mas importante (LACHANCE ef al., 2001); y
el proceso biolégico normal, es capaz de generar radicales libres oxigenados
altamente reactivos (MURILLO, 2006). El incremento en la formacién de 02~ y
H20, se justifica con el hallazgo que en el envejecimientc; se modifica un flujo
de electrones en la cadena de transporte de éstos (LACHANCE et al., 2001).
Los investigadores postulan que las ERO generados pueden producir dafio
tanto en la membrana interna de la mitocondria como a los componentes de la
cadena de transporte de electrones o al ADN mitocondrial; este proceso en

turno incrementa la produccion de ERO y causa mas dafo a {a mitocondria e
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incremento del estrés oxidativo por aumentar la produccion de oxidantes

(BRODY, 1999).

3. Fuentes de produccion de radicales libres.

Las fuentes de produccion de radicales libres son diversas pudiendo
tener origen exdgeno o endogeno. Las fuentes exdgenas pueden ser factores
ambientales contaminantes, anestésicos o hidrocarburos aromaticos que se
convierten en radicales mediante el metabolismo celular y los procesos de
desintoxicacioén u otros agentes que ya poseen radicales libres como puede ser
el humo del tabaco (MASON, 1982). Las radiaciones ionizantes, ultravioleta,
visible o térmica, algunos productos quimicos carcinégenos, también diversos
medicamentos y drogas antitumorales pueden inducir la liberacién de radicales
libres como el acetaminofén, andriamicina, neomicina, polimixina B,
kanamicina, gentamicina y el cloramfenicol, asi como factores organicos y
metabélicos (HALLIWELL et al., 1995 y RODRIGUEZ et al., 2001). El herbicida
paraquat, el solvente tetracloruro de carbono y el analgésico (contra el dolor)
paracetamol; son ejemplos de sustancias quimicas que inducen estrés
oxidativo. Se cree que muchos de los efectos colaterales de los medicamentos
se relacionan con un aumento en el dafno oxidativo, ya que el estrés oxidativo
severo puede causar la muerte de la célula (MURILLO, 2006). El consumo de
aceites vegetales hidrogenados tales como la margarina y el consumo de
acidos grasos trans como los de las grasas de la carne y de la leche también

contribuyen al aumento de los radicales libres (FINKEL y HOLBROOK, 2000).
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4. Radicales libres derivados del oxigeno y otros.
En el cuadro 1 se muestran los diferentes tipos de radicales libres,
derivados del oxigeno y otros causantes de muchos dafos al organismo entre

los que podemos destacar los siguientes:

Cuadro 1: Radicales libres derivados del oxigeno y otros.

Radical Nombre | : Caracteristicas

Es un radical poco reactivo pero potenciaimente
(03 Anion toxico al poder generar otras ROS mas toxicas

Superodxido | iniciando nuevas reacciones (a).

No es considerado como un radical libre en si, pero
H20, | Peréxido de | presenta gran facilidad para su difusion a través de
Hidrégeno |las membranas. Es considerado como un pro-
oxidante (a).

Es el mas reactivo y se le ha relacionado con el
‘OH Radical dano sufrido directamente a las proteinas,

Hidroxilo membranas celulares, ADN y lipidos (b, c)

Radicales mas abundantes en los sistemas
ROO Radical biolégicos. Capaz de atravesar las membranas
Peroxilo celulares e iniciar la peroxidacién de los acidos

grasos de los fosfolipidos (a).

Es iniciadora de la oxidacion de acidos grasos
0, Oxigeno poliinsaturados (d), y puede también iniciar y/o
Singlete propagar la oxidacién del colesterol (e).

Es un gas lipofilico e hidrosoluble (a), Este es
sintetizado a partir de la arginina por la enzima

NO Oxido Nitrico | 6xido nitrico sintetasa en las células endoteliales,

los neutréfilos, las neuronas y las microglias (f).
Fuente: a) MUNOZ (2007); b) ELEJALDE (2001); c) GONZALES-TORRES et al. (2000); d)

ARUOMA et al. (1989); e) HALLIWELL (1994); f) KORC et al. (1995).
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D. Antioxidantes.
1. Definicion.

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accion oxidante
de los radicales libres, Iiberandd electrones en la sangre que son captados por
los radicales libres, manteniendo su estabilidad (AVELLO y SUWALSKY,
2006). Estos compuestos prolongan la vida dtil de los alimentos, protegiendo
contra el deterioro causado por la oxidacion, evitando la rancidez de las grasas
y los cambios de color (SIES, 1997). Deben estar presentes en el organismo en
una concentracion suficiente que permita prevenir la acumulacion de elementos

pro-oxidantes (HALLIWELL y GUTTERIDGE, 1985).

2. Funcién de los antioxidantes.

El antioxidante al reaccionar con el radical libre, le cede un electrén,
oxidandose a su vez y transformandose en un radical libre débil no toxico, que
en algunos casos, puede volver a su estado inicial mediante la actuacion de
otros antioxidantes (SIES y STAHL, 1995). Pueden actuar previniendo la
formacion de radicales libres, interceptando el ataque de las mismas, captando
los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en moléculas menos reactivas,
facilitando la reparacién del dafio provocado y manteniendo un ambiente
favorable para la actuacion de otros antioxidantes (HALLIWELL vy
GUTTERIDGE, 1985). La importancia de los antioxidantes es crucial ya que
brinda proteccion contra las enfermedades como la arteriosclerosis,

degeneraciones ligadas al envejecimiento y el cancer (SERRA y TRIBO, 1991).
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3. Tipos de antioxidantes.
a. Antioxidantes endégenos o enzimaticos.

Los organismos vivos han disefado estrategias geneticas para
defenderse de las agresiones de los radicales libres se trata de los
antioxidantes endégenos o enzimaticos que aceleran su inactivacién como la
superoxidodismutasa (SOD), cuya funcion parece ser la de eliminar
especificamente el anién superoxido. La catalasa es una enzima que destruye
el peroxido de hidrogeno transformandolo en H2O (agua) y O: (oxigeno)
(PAREDES y ROCA, 2002). El glutation peroxidasa (GPX) reduce el
hidroperéxido orgénico a agua y alcohol respectivamente utilizando el glutation
reducido (GSH) como donante de electrones (KETTERER, 1986). lLa
melatonina es un antioxidante potente que altera la actividad de las enzimas
superoxidodismutasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa e inhibe la
actividad de la sintasa de oxido nitrico. Se ha reportado que la melatonina es
capaz de neutralizar el radical hidroxilo, radical peroxilo, oxigeno singulete,
oxido nitrico y proteinas oxidadas, mientras que los estrégenos neutralizan
radicales libres lipofilicos, disminuyendo la peroxidacion lipidica de las

membranas celulares (VELASQUEZ et al., 2004).

b. Antioxidantes exégenos 0 no enzimaticos.
Los antioxidantes no enziméticos constituyen un heterogéneo grupo
de moléculas hidréfobas e hidréfilés que capturan radicales libres y originan
especies quimicas menos nocivas para la integridad celular. En esencia, el

mecanismo de accion involucrado es la donacion de un electrén a un radical
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libre con el fin de estabilizarlo. Los antioxidantes no enzimaticos hidrofilicos se
ubican principaimente en el citosol, matriz mitocondrial, nuclear y en fluidos
extracelulares; estos incluyen vitamina C, glutation, acido drico, ergotioneina y

flavonoides polifendlicos (CHIHUAILAF et al., 2002).

c. Antioxidantes artificiales.

Ya se han comenzado a emplear en la medicina antioxidantes
artificiales entre las que destacan la N-acetilcisteina, el dimetilsulféxido
(DMSQ), la etildimetiltiourea y el etanol. Estos poseen actividad antirradicales
libres y pueden neutralizar el efecto del pernicioso radical hidroxilo (OH)

(PAREDES y ROCA, 2002).

4. Acido ascorbico (Vitamina C).
a. Definicién.

El acido ascérbico también denominado vitamina C, es un compuesto
altamente polar, soluble en agua e insoluble en medios lipidicos (SENTURK et
al., 2005). Dentro de los roles que posee, se encuentra la sintesis de colageno
(componente estructural importante en los vasos sanguineos, tendones,
ligamentos y huesos). También juega un rol importante en la sintesis de
norepinefrina (critico neurotransmisor para la funcién cerebral). Ademas, la
vitamina C se requiere para la sintesis de carnitina (pequefia molécula esencial
en el transporte de grasas a los organelos celulares llamados mitocondrias),

para la conversion de energia (MAHAN y ARLIN, 1992).
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SERRA y TRIBO (1991) indica que ésta vitamina se encuentra en
mayor cantidad en frutas y hortalizas frescas y crudas tales como las fresas,
grosella, acerola, los citricos, el pimiento, perejil, nabo, también se puede
encontrar en el higado, rifién y leche, siempre y cuando la coccion u otras
manipulaciones no la hayan destruido. Segun TRIBO (1994) las necesidades
organicas diarias son de 45 mg/dia, que son cubiertos habitualmente por una
normal alimentacion y por su parte SERRA y TRIBO (1991) manifiestan que la
FDA precisa entre 60 — 100 mg/dia; sin embargo, en determinadas
circunstancias son necesarios aportes mas elevados, como es el caso luego de

intervenciones quirurgicas, procesos infecciosos y fumadores.

Debido a que esta vitamina es un acido, es razonablemente estable
en soluciones A&cidas, pero en soluciones basicas o neutrales es facil y
réapidamente oxidada por oxigeno disuelto. La oxidacion de la vitamina C, &cido
ascorbico, ocurre por la pérdida de dos atomos de hidrogeno, segun la

molécula es convertida en acido dehydroascorbico (Fig. 2) (SOTO, 2005).

o \ ! \
HO—C 0=C ™
Y (s} o i (s}
HO—C / oxidation {-2H) Q:’**L;:- /
‘ e N
H“? reduction {+ 2H) ”"‘%
HO—C—H HO—C~—H
i |
H-—=C~0H H..__(’;WDH
] 4
, H H
ascorbic acid dehydroascorbic acid

Figura 3: Molécula de Acido ascérbico oxidada y reducida (SOTO, 2005).
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b. Comportamiento del acido ascorbico en frutas durante la
maduracion.

La disminucion en los niveles de acido ascoérbico durante la
maduraciéon puede estar asociada a su alta tasa respiratoria, en las que se
genera EROS. En este panorama, enzimas como ascorbato peroxidasa y
ascorbato reductasa, encargadas de detoxificar las células, pueden jugar un
papel importante al usar el acido ascérbico como sustrato. Por otro lado, el
acido ascoérbico como tal puede actuar como antioxidante interactuando
directamente con este tipo de especies, con la consecuente disminucion de sus

niveles (VARGAS et al., 2005).

c. Efecto antioxidante del acido ascérbico.

El acido ascdrbico es el principal antioxidante hidrosoluble y actua
como la primera defensa contra los radicales libres, ejerce sus efectos
benéficos fundamentalmente en los compartimientos acuosos de las células, en
la sangre completa y el plasma (TORRES et al., 2002 y DIPLOCK, 1991). Es
considerada como un antioxidante altamente efectivo. Aun en cantidades
pequefas, esta vitamina puede proteger moléculas indispensables en el
cuerpo, tales como proteinas, lipidos, hidratos de carbono y acidos nucleicos
(DNA y RNA). Esta los protege de dafios causados por radicales libres
(moléculas altamente reactivas con oxigeno) o por especies de oxigeno
reactivo que puede ser generado por el metabolismo normal o por exposicion a
toxinas y contaminantes (CARR y FREI, 1999). Se ha demostrado que el acido

ascorbico es un aceptor de radicales libres muy efectivo frente a superéxido,
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peréxido de hidrégeno, hidroclorato, radical hidroxilo, radical peroxilo y oxigeno
singulete. El acido ascdrbico puede actuar frente a la peroxidacion lipidica
secuestrando el radical peroxilo en la fase acuosa antes de que pueda acceder
a la membrana lipidica de las lipoproteinas (POKORNY et a/., 2001). También
actia sobre el radical libre tocoferoxilo regenerando la vitamina E
(CHIHUAILAF et al., 2002). Por su parte VILAPLANA (2007) en su publicacion
menciona que se ha comprobado experimentalmente que la vitamina C inhibe
la formacion de nitrosaminas cancerigenas. También algunos estudios sugieren
la posibilidad de tratamiento con acido ascorbico para algunos tipos de cancer
(de vejiga, pulmédn, etc.). El acido ascorbico puede actuar de manera individual
como también cooperativamente, asi, cuando la vitamina C se asocia con el
tocoferol, este ultimo atrapa al radical y el acido ascorbico restaura el tocoferol
(TORRES et al., 2002). En la tecnologia de los alimentos el acido ascérbico se
utiliza cada vez mas como antioxidante y estabilizante de los alimentos

(MATISSEK et al., 1998).

d. Degradacioén del acido ascérbico.

La degradacion del acido ascorbico y el pardeamiento que origina se
pueden producir tanto en ausencia como en presencia de oxigeno. Ademas la
formacion de anhidrido carbdnico que acompafa el pardeamiento no
enzimatico por degradacion del acido ascérbico, puede provocar el bombeo de
envases con zumos concentrados de agrios, frutas, que, como se sabe, son
especialmente ricas en vitamina C (CHEFTEL y CHEFTEL, 1976). E| acido

ascoérbico en medic neutro o alcalino, a temperaturas elevadas y en presencia
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de iones metalicos pesados es muy sensible a la oxidacién: pueden producirse

pérdidas de vitamina C durante los procesos culinarios (MATISSEK et al.,

1998).

5. Polifenoles.
a. Définicién.

Los compuestos fendlicos son metabolitos esenciales para el
crecimiento y reproduccién de las plantas, son un gran grupo de antioxidantes
naturales; el consumo de fuentes importantes, particularmente de frutas,
vegetales y cereales presentan efectos benéficos. La asociacion entre una
dieta rica en frutas y vegetales esta relacionada a una disminucién de riesgo de
enfermedades cardiovasculares, y ciertas formas de cancer, segln evidencias
epidemiolégicas (MUNOZ et al.,, 2007). Son sustancias polifenélicas de bajo
peso molecular y poseen diferentes estructuras quimicas y actividad
(MARTINEZ — VALVERDE ef al, 2000). Los flavonoides son los compuestos
polifendlicos mejor estudiados que se caracterizan por tener una estructura de
tres anillos formada de dos centros aromaticos y un heterociclo central
oxigenado. Dentro de los flavonoides se incluyen a las flavonas, flavanonas,
catequinas y antocianinas (DRAGO et al, 2006). Muchos estudios han
demostrado que las catequinas y flavonoides son fuentes de proteccion por sus
propiedades antioxidantes (GONZALES ef al., 2001). La naturaleza de los
polifenoles varia desde moléculas simples como los acidos fendlicos hasta
compuestos altamente polimerizados como los taninos (MARTINEZ -

VALVERDE et al., 2000).



25

iH OH

Acido ferdlico Acido clorogénico

Kaenferol

Figura 4: Algunos compuestos fenélicos presentes en alimentos (GONZALES

et al., 2001).

b. Compuestos fendlicos y su actividad antioxidante.
La capacidad antioxidante descrita para distintos polifenoles se
puede considerar como la actividad biolégica responsable del efecto preventivo
que se les atribuye sobre determinadas enfermedades frecuentes en los

paises desarrollados como la enfermedad cardiovascular y el cancer epitelial.
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El comportamiento antioxidante de los compuestos fendlicos parece estar
relacionado con su capacidad para quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y
captar radicales libres. Para que un compuesto fendlico sea clasificado como
antioxidante debe cumplir dos condiciones basicas. La primera es que cuando
se encuentre en una concentracidn baja con relacién al sustrato que va ser
oxidado pueda retrasar o prevenir la autooxidaciéon o la oxidacién medida por
un radical libre. La segunda es que el radical formado tras el secuestro sea
estable y no pueda actuar en oxidaciones posteriores. Entre los compuestos
fendlicos con una reconocida actividad antioxidante destacan los flavonoides,
acidos fendlicos, taninos, calconas y curaminas (MARTINEZ — VALVERDE et

al,, 2000).

c. Efecto de los compuestos fenélicos en la calidad organoléptica
de los alimentos.
Los compuestos fendlicos intervienen en las caracteristicas
organolépticas de las frutas y verduras, al intervenir en gran medida en el color

natural y en el sabor que estas poseen.

Los flavonoides son los responsables del color natural de los
alimentos. Entre ellos las antocianinas son los responsables de los colores
rosa, escarlata, rojo, malva, azul y violeta de los vegetales, zumos de frutas y
vinos. Las antocianinas son compuestos muy inestables, por lo que la perdida
de su color se puede producir durante el procesado, almacenamiento y

congelacion de las distintas frutas y vegetales. Las flavononas son los
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compuestos responsables del sabor amargo en los citricos. Otros compuestos
fendlicos, entre los que destaca el acido clorogénico, han sido asociados al
sabor amargo de la cerveza, el vino y la sidra. Las proantocianidinas o taninos
condensados constituyen la principal fraccion fendlica responsable de las
caracteristicas de astringencia de los alimentos vegetales. El pardeamiento de
las frutas y vegetales esta también relacionada con el contenido de
compuestos fenodlicos. Asi la formacion de pigmentos amarillos y marrones
durante la manipulacion y procesado de los alimentos vegetales, esta
controlada por los niveles de polifenoles, la presencia de oxigeno y la actividad
de la polifenol oxidasa forman agua y quinona, compuesto responsables de los

pigmentos amarillos y marrones (MARTINEZ — VALVERDE et a/., 2000).

d. Fuentes de compuestos fenoliticos en la dieta.

La principal fuente de antioxidantes naturales son las frutas y
vegetales los cuales contienen compuestos fendélicos en abundancia. Estos
compuestos estan estrechamente asociados con el color y sabor de los
alimentos de origen vegetal, asi como con su calidad nutricional por sus
propiedades antioxidantes comprobados (MARTINEZ — VALVERDE et al,
2000). La mayoh’a de las plantas contienen polifencles los cuales estan
presentes en cantidades diferentes dependiendo de la planta y del grupo de
compuesto fendlico estudiado, diferenciandose estos contenidos de acuerdo a
la parte del vegetal que se trate, bien sea fruto, hoja o parte lefiosa de la planta
(SHAHIDI y NACZK, 1995). En legumbres y cereales los principales

compuestos fendlicos son los flavonoides, acidos fendlicos y taninos (BRAVO,
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1998). Los vegetales poseen una amplia variedad de compuestos fenolicos
dependiendo de la especie. De forma global, HERTOG et al. (1992),
encontraron entre un total de 28 vegetales analizados, que los principales
flavonoides presentes en ellos eran la quercitina seguida del kaempferol. Las
frutas destacan en la dieta por su alto contenido en flavonoles, conteniendo
también cantidades considerables de otros compuestos fendlicos dependiendo

del tipo de fruta analizada (FERRERES et al., 1997).

e. Ingesta de compuestos fenoliticos.

Actualmente, existe poca informacion disponible sobre el consumo
de compuestos fendlicos en la dieta. HERTOG y HOLLMAN (1996) estimaron
que la ingesta media de flavonoles y flavonas combinadas es
aproximadamente 23 mg/dia, usando los datos obtenidos por ellos mismos en
combinacién con datos de consumo en Holanda proporcionados por el National
Food Consumption Survey 1987 — 1988. Asi, las principales fuentes de
flavonoides y flavonas en Holanda fueron el té negro (485 de la ingesta total),
cebolla (29%) y manzanas (7%). Es por tanto necesario que las tablas de
composicion de los alimentos incluyan datos sobre el contenido en compuestos
fendlicos de interés nutricional de los alimentos con el objetivo de poder
cuantificar la ingesta real de los mismos (MARTINEZ — VALVERDE et al.,

2000).



lll. MATERIALES Y METODOS

A. Lugar de ejecucion.

El trabajo de investigacion se ejecuté en los laboratorios del Centro de
Investigaciones de Productos Naturales de la Amazonia (CIPNA) y Analisis de
Alimentos de la Universidad Nacional Agraria de la Selva, en Tingo Maria;
ubicado en el distrito de Rupa Rupa, Provincia de Leoncio Prado,
Departamento de Huanuco; a una altitud de 660 m.s.n.m., a 09° 17’ 08” de
Latitud Sur, a 75° 59’ 52" de Latitud Oeste, con clima tropical humedo y con

una humedad relativa media de 84 % y temperatura media anual de 24 °C.

B. Materia prima.

El noni (Morinda citrifolia L.) fue obtenido del Fundo Granjas Asociadas que
esta ubicado en la carretera marginal (Tingo Maria — Aucayacu) a 2 Km. de la
localidad de Aucayacu, distrito de José Crespo y Castillo, Provincia de Leoncio
Prado, Departamento de Huanuco. La parcela de plantacibn comprende
aproximadamente de 1800 m? con 173 plantas en produccién y una edad
promedio de 2 afios. La fruta fue cosechada en estado pintén, maduro y

sobremaduro y fueron trasladados al laboratorio para su posterior analisis.
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C. Equipos, materiales y reactivos

1. Equipos de Laboratorio.

Balanza analitica OHAUS Galaxy 160 sensibilidad 0.0001g Germany.
Cocina eléctrica de plataforma Barnstead / Thermolyne. U. S. A.
Refrigeradora icebeam Door Cooling LG GR-5392QLC.

Desionizador de agua modelo D 7035 (Barnstead) Germany.
Espectrofotdmetro Genesys 6 (Thermo Electron Corporation) U. S. A.
Homogenizador modelo VORTEX GENIE-2 (Scientific industrias
Si™u.s. A

Centrifuga modelc MIKRO R22 (Hettich Zentrifugen) Germany.

Bafo maria modelo YCW-010E (Associated With Cannic, Inc, USA)
Extractor de jugos marca IMACO

Digestor de proteina. Digest Automat K-438 BUCHI labortechnik. AG.
Equipo Soxhlet, Gerhardt. Germany.

Bureta automatica.

Horno Mufla LABOR Mdszeripari Mivek temperatura regulable de
250 °C a 900 °C.

Secador cilindrico LABOR Muszeripari Mlivek temperatura regulable
de 40 °C a 250 °C.

Potenciémetro de Inolab. Co, Alemania

Refractémetro LABOR MIN, Hungria

2. Materiales de laboratorio.

Tubos de plastico con tapade 15y 20 mL.



Cubetas de poliestireno, Gene Mate (1cm x 1cm x 4.5¢cm)

Tubos de ensayo Pirex USA.

Microtubos (1.5-2.0mL.)
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Vasos de precipitacion (1000 mL., 500 mL., 100 mL., 50 mL., 10 mL.)

Fiolas (1000 mL., 500 mL., 100 mL., 50 mL., 10 mL.)

Gradilias
Probetas de 10, 100 y 500 mL.
Termémetros

Tips de 200 y 1000 ul.

Micropipetas regulables de 10 — 100 pl y de 100 — 1000 pl.

Matraces erlenmeyer de 50 y 250 mL. Kimax USA

Campana de desecacidon con perlas de silicagel.

Crisoles de porcelana, cap. 50 ml. Haldenwanger Berlin.

Papel filtro Watman N° 42

Espatulas metalicas.

. Reactivos y solventes.

Metanol al 96 %.

Agua destilada desionizada (H.Odd).

1,1 diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH), 90%. Sigma Chemical.

2,2-azinobis (3-etilbenzotiazoline — 6 acido sulfénico) (ABTS"), 98%.

Sigma Chemical.

Persuifato de Potasio (K>S20s) p.a. Sigma Chemical.

2,2-azobis(2-amidino-propane)

dihydrochloride

(ABAP),

Wako
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Chemicals. U. S. A.

e PBS-Solucién buffer (50mM fosfato; 0,9% NaCl, pH 7.4).

e 26 Dichloroindophenol Sodium Salt Hydrate -  DFIF
(C12HsCI2NNaO,) Sigma Chemical.

e L(+)-acido ascérbico QP, Sigma Chemical.

e Acido oxalico dihidratado p.a. ASC, I1SO. Sigma Chemical.

e (+)-catequin, Hydrate minimum 98%. Sigma Chemical.

e Folin-ciocalteus, Merck. Germany.

e Carbonato de Sodio (Na,COs) p.a. ISO. Scharlau.

e Hexano p.a. Merck. Germany.

e Acido sulfuricos 95 — 97% p.a. Merck. Germany.

e Hidréxido de sodio (NaOH) em lentejas p.a. ISO. Merck. Germany.

e Acido clorhidrico fumante 37% p.a. Merck. Germany.

D. Métodos de andlisis
1. Analisis fisico quimico.
a. Humedad, método 23.003 AOAC (1997).
b. Proteina, método 991.29 AOAC (1997).
c. Grasa, método 935, 60 AOAC. (1997).
d. Fibra, método 930.20 AOAC (1997).
e. Cenizas, método 942.50 de calcinacion directa AOAC (1997).
f. Carbohidratos, se determiné por diferencia de los demas
componentes del andlisis fisico quimico (HART y FISHER, 1991).

g. pH, método 973.193 AOAC (1964).
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h. Sélidos solubles, método 945.80 AOAC (1997), la concentracion de
sélidos solubles se expresd en grados brix (°Bx).
i. Acidez, método utilizado fue el de titulacién AOAC (1995).

j. indice de madurez, Recomendado por PRIMO (1997).

2. Cuantificacion de acido ascérbico, método reportado por HUNG vy

YEN (2002).

3. Cuantificacion de polifenoles totales, método de espectrofotometria
desarrollado por Folin y Ciocalteu (1927), modificado por SANDOVAL et

al. (2001).

4. Evaluacion de la actividad antioxidante.
a. Inhibicion del radical 1,1 diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH),
método de inhibicion del radical DPPH, descrito por Brand-Williams (et
al. (1995), Modificado por SANDOVAL et a/. (2001).
b. Capacidad de inhibir el catiéon 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazoline —
6 acido sulfénico) (ABTS®*), método descrito por PELLIGRINI et al.
(1999).
c. Capacidad de inhibicion del radical peroxilo, método descrito por

SANDOVAL et al. (2001),
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E. Metodologia experimental
1. Andlisis fisico quimico de la pulpa noni en tres estados de
madurez. |
Se realizé el analisis fisico quimico de la pulpa de noni siguiendo los

métodos ya descritos en el item métodos de analisis.

2. Preparacion de la muestra.

Una vez obtenida la fruta de noni (Morinda citrifolia L.) en el laboratorio,
estas fueron lavadas y separadas los pintones, maduros y sobre maduros para
la obtencién del jugo de la fruta de los tres estados de madurez, estas fueron
cortadas en trozos pequenos para extraer las semillas, luego para el pintdn se
utilizd un extractor para obtener el jugo el cual fue recibido en un vaso de
precipitado. Para el caso de la fruta madura y sobremadura se procedié a
cortar en partes muy pequefas, se colocd en una gasa y se presioné para
obtener el jugo. Una vez obtenido el jugo estas fueron diluidas con metanol al
96% en una concentracion de 10 ml de metanol con 3 ml de jugo (300 mg/mi).
Esta primera concentracion es agitada y separada en microtubos para ser
sometido a centrifugacién a una velocidad de 10,000 rpm durante 5 minutos a
una temperatura de 20°C. A partir de esta concentracion se prepararon las

demas concentraciones de 100, 30 y 10 mg/ml.
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3. Cuantificacion de acido ascérbico en el jugo de noni en tres
estados de madurez.
a. Preparacion de la curva estandar.

Para determinar la curva estandar del acido ascérbico se utilizo el
acido ascorbico quimicamente puro, las concentraciones que se usaron fueron
desde 25 a 200 ug/ml. y la absorbancia fue' leida a 515 nm. De los resultados
obtenidos de absorbancia Vs concentraciéon se procedio a realizar el calculo de
la ecuacién matematica para determinar el contenido de vitamina en el jugo de

noni y también para determinar el coeficiente de correlacion.

b. Cuantificacion de acido ascoérbico.
Se hizo reaccionar 100 pl de la muestra de mayor concentracion (300
mg/ml) con 900 pl de 2,6 diclorofenolindofenol, registrandose la absorbancia a
515 nm, obteniéndose las cantidades de acido ascérbico con la siguiente
ecuacion:
As1snm = Acontrol = Amuestra

Donde A es la Absorbancia.

Los resultados fueron analizados mediante el disefio completamente
al azar (DCA) en los tratamientos donde exista diferencia estadistica se

procedio a determinar la prueba de Tukey (p<0,05).



36
4. Cuantificacion de polifenoles totales en el jugo de noni en tres
estados de madurez.

a. Determinacién de la curva estandar de polifenoles totales.
Para determinar la curva estandar de polifenoles totales se utilizo
(+)- catequina de 0.1mM, las concentraciones que fueron ploteados son 10, 30,
100, 300, 1000, 3000 y 10000 ug/ml y la absorbancia fue leida a 700 nm. De
los resultados obtenidos de absorbancia Vs concentracion se procede a
realizar el calculo de la ecuacién matematica para cuantificar polifenoles y

determinar el coeficiente de correlacion.

b. Cuantificacién de polifenoles totales.

Para la cuantificacién de polifenoles totales se utilizo la muestra de
mayor concentracion (300 mg/mt). En un tubo de ensayo se colocé 1580 ul de
agua destilada, 20 pl de muestra, 100 ul de solucion de fenol folin Ciocalteu y
finalmente 300 ul de Carbonato de Sodio (NaxCOs) al 20%; para completar Ia
reaccién se dejo reposar 2 horas a temperatura ambiente. Luego se monitoreo
la absorbancia a 700 nm y en base a la curva patron se determiné la
cuantificaciéon de polifenoles expresado en mg de catequina/100 ml de jugo.
Los resultados fuefon analizados mediante el disefio completamente al azar
(DCA) en los tratamientos donde exista diferencia estadistica se procedio a

determinar la prueba de Tukey (p<0,05).
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5. Evaluacion de la actividad antioxidante en el jugo de noni en tres
estados de madurez
Para la evaluacion de la capacidad antioxidante se realizé las siguientes
pruebas:
a. Capacidad de Inhibicion del radical 1,1 diphenyl-2-picryl-
hydrazyl (DPPH).
Para la determinacion de la capacidad antioxidante por el metodo del
DPPH, se us6 el reactivo 1,1 diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) el que se
disolvié en metanol al 96%, este radical libre (DPPH) es estable y se utiliza
como indicador para medir la capacidad de secuestro de cualquier compuesto
. que posea actividad antioxidante. El principio del método DPPH consiste en la
sustraccidon de un atomo de hidrégeno proveniente de un donador (extractos)
para generar €l compuesto difenylpicrylhidrazine y una especie radical. En este
proceso, la reaccion desarrolla un cambio de color violeta a amarilio a medida
que disminuye la absorbancia. Las concentraciones en las diluciones de jugo
de noni usados en las reacciones fueron de 10, 30, 100 y 300 mg/ml. La
reaccion se gener6 en una cubeta de poliestireno (1 cm x 1 cm x 4,5 cm), con
un volumen de 25 pl de muestra y 975 pl de radical DPPH. Luego
inmediatamente se procedi6 a la lectura de absorbancia en un
espectrofotometro, las lecturas se registraron a 515 nm cada 30 segundos por
espacio de 5 minutos. El porcentaje de inhibicion del radical DPPH fue

calculado con la siguiente ecuacion:
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% Inhibicion DPPH= [{Ac — Am)/Ac] x 100
Donde:

Ac: Absorbancia de los controles.

Am: Absorbancia de la muestra en funcién del tiempo (5 minutos).

La actividad antioxidante fue expresados en ICso para ello se ploteo
concentracidén versus porcentaje de inhibicion con las cuales se obtuvo una
curva de ajuste del tipo lineal sobre la cual se determiné el valor del ICso. Los
resultados fueron analizados mediante el disefio completamente al azar (DCA)
y en los niveles donde exista significacién estadistica se aplico la prueba de

Tukey (p<0,05).

b. Capacidad de inhibir el catiéon 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazoline -

6 acido sulfénico) (ABTS®*)

Segun la metodologia desarrollada por PELLIGRINI et al. (1999) el
radical ABTS®" se formé tras la reaccion de ABTS (7mM) con persulfato
potasico (140mM, concentracion final) incubados a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 16h. Una vez formado el radical ABTS®" se diluyé con
metano! hasta obtener un valor de absorbancia entre 0,7 a 1.2. Las
concentraciones de jugo de noni que se usaron para las reacciones fueron de
10, 30, 100 y 300 mg/ml. La reaccién se gener6 en una cubeta de poliestireno
(1 ecm x 1 cm x 4,5 cm), con un volumen de 10 ul de muestra y 990 pl del

radical ABTS®". La disminucién de la absorbancia fue registrada a 734 nm cada
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30 segundos por espacio de 5 minutos. El porcentaje de inhibicion del radical

fue calculado con la siguiente formula:

% Inhibicién ABTS®*= [(Ac — Am)/Ac] x 100
Donde:
Ac: Absorbancia de los controles.

Am: Absorbancia de la muestra en funcion del tiempo (5 minutos).

La actividad antioxidante fue expresados en ICsp para ello se ploted
concentracion versus porcentaje de inhibicion con las cuales se obtuvo una
curva de éjuste del tipo lineal sobre la cual se determind el valor del ICso. Los
resultados fueron analizados mediante el disefio completamente al azar (DCA)
y en los niveles donde exista significacion estadistica se aplicé la prueba de

Tukey (p<0,05).

c. Capacidad de inhibir el radical peroxilo
Los radicales peroxilos son generados por 2,2-azobis (2-
amidopropano) hidrocloride (ABAP), generando un compuesto de color verde
debido a la formacién estable de radical cationico 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazoline — 6 — acido sulfénico) (ABTS). Se prepar6 una solucidn de
2,25mM ABTS y 20mM ABAP en PBS buffer (50mM fosfato; 0,9% NaCl, pH

7,4) y luego se incuba a 70°C a bario maria por 20 minutos.
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Las concentraciones de jugo de noni evaluadas fueron de 10, 30, 100

y 300 mg/ml. Se tomé 104l de muestra y se adiciond 990 pi de radical peroxilo.
La lectura re realiz6 a 414nm cada 30 segundos por 5 minutos. La capacidad

de secuestro del radical peroxilo fue determinado por la siguiente expresion:

% Inhibicion PEROXILO = [(Ac — As)/Ac] x 100
Donde:
Ac : Absorbancia de control.

As : Absorbancia de la muestra en funcién al tiempo (5 minutos).

La actividad antioxidante fue expresados en ICsp para ello se ploted
concentracion versus porcentaje de inhibicidbn con las cuales se obtuvo una
curva de ajuste del tipo lineal sobre la cual se determind el valor del ICsp. Los
resultados fueron analizados mediante el disefio completamente al azar (DCA)
y en los niveles donde exista significacion estadistica se aplicé la prueba de

Tukey (p<0,05).

El disefio experimental planteado en la presente investigacion fue la

siguiente:
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DISENO EXPERIMENTAL
M. P (Noni)
A1 A2 A3
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

CFQ, Vit. C, PET y AA

Figura 5: Disefio experimental para la evaluacion fisico-quimico, vitamina C, polifenoles y actividad antioxidante del noni.
Donde:

M. P = Materia prima (noni) CFQ = Composicion fisico quimico
A1, A2, A3 = Estados de madurez (pintén, maduro y sobre maduro) Vit C = Cuantificacion de vitamina C
R1, R2 y R3 = Repeticiones PFT = Cuantificacién de polifenoles totales

AA = Actividad antioxidante (DPPH, ABTS°*, Peroxilo).



IV. RESULTADOS

A. Analisis fisico quimico de la pulpa de noni en tres estados de
madurez.
Los resultados del andlisis fisico quimico de la pulpa de noni en los

diferentes estados de madurez se presentan en el siguiente cuadro.

Cuadro 2: Resultados del andlisis fisico quimico de la pulpa de noni en tres

estados de madurez.

S Estados de madurez
Determinaciones

Pintdn maduro sobre maduro
Humedad (%) 85,9510,26° 84,9710,11*  84,43:0,17°
Proteina (%) (N x 6.25) 5,53+0,01° 4,95+0,01° 4,95+0,01°
Grasa (%) 0,37+0,01° 0,38+0,03° 0,360,037
Fibra (%) 5,97+0,01° 5,26+0,09° 4,83+0,04°
Ceniza (%) 1,180,012 0,79+0,02° 0,4740,01°
Carbohidratos (%) * 0,96° 3,62° 4,92°
pH 4,7° 4,1° 4,0°
Sélidos solubles (°Bx) 8,26+0,03° 9,76+0,03° 11,76+0,02°
Acidez titulable (%) ** 0,29+0,01° 0,3510,01° 0,59+0,01°
indice de madurez 19,6410,03°

27,71+0,46° 27,83+0,29°

Los vaiores representan (promedio + SEM) los datos provienen del experimento (n=3) vaiores de una
misma fila con superindices diferentes son significativos. (p<0,05)

* Por diferencia.

** Expresado en % de 4cido citrico.
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B. Cuantificacién de acido ascorbico en el jugo de noni en tres estados
de madurez.
1. Determinacion de la curva estandar de acido ascérbico.
La cuantificacion de acido ascérbico se realizd a partir de una curva

estandar utilizando como patrén acido ascérbico leidos a 515nm.

Cuadro 3: Lectura de la absorbancia a partir de la concentracién de acido

ascorbico.

Concentrac. Absorbancia (515 nm)
Ug Ac.Asc/mi R1 R2 R3 R4 R5 R6 Prom.
25 0,097 0,108 0,092 0,110 0068 0,088 0,094
50 0,216 0,221 0,209 0,223 0,199 0,219 0,215
75 0295 0,312 0,309 0,346 0,352 0,364 0,330
100 0,434 0442 0,445 0468 0425 0434 0,441
125 0,506 0,522 0,519 0,543 0,527 0,548 0,527
150 0,652 0662 0681 0693 0674 0675 0,673
175 0,768 0,767 0,762 0,765 0818 0,798 0,780
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1 -
0,8 | y=0,0044x -0,0048

R? =0,9981

€ 0,6

[ o=

= J

© 0,4

8

< 0,2 -

0o . —— . -
0 50 100 150 200

Ac. Ascorbico(ug/mL)

Figura 6: Curva estandar para la cuantificacién de acido ascarbico.
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2. Cuantificacion de acido ascorbico.
En el siguiente cuadro y figura se presenta los resultados de la

cuantificacion del acido ascorbico en el jugo de noni en los diferentes estados

de madurez.

Cuadro 4: Contenido de acido ascorbico en el jugo de noni en los tres estados

de madurez.

Estado de madurez mg. AA*100 ml Jugo B
Pintén 224,3760,41°
Maduro 252,975+1,872
Sobre Maduro. 219 575+0,28°

(*) AA= &cido ascarbico
Los valores representan (promedio * SEM) los datos provienen del experimento (n=9) valores de una
misma columna con superindices diferentes son significativos. (p<0.05).

300 -

mg Ac. Ascérbico/100 mi de jugo

Pintén Maduro Sobre maduro

Estado de madurez

Figura 7: Comportamiento del contenido de &cido ascdrbico en el jugo de noni

en tres estados de madurez.
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C. Cuantificacion de polifenoles totales en el jugo de noni en tres estados
de madurez.
1. Determinacion de la curva estandar de polifenoles totales.
La cuantificacion de polifenoles totales se realizd a partir de una curva
estéandar generada por las absorbancias obtenidas con el estandar (+) -

catequina a 700 nm.

Cuadro 5. Lectura de la absorbancia a partir de la concentracion de (+)

Catequina.
) Absorbancia (700 nm)
Concentraciones mg CAT/ml ,
R1 R2 R3 Promedio
0,003 ' 0,003 0,001 0,003 0,002
0,009 0,012 0,017 0,010 0,013
0,029 0,031 0,023 0,035 0,030
0,087 0,043 0,054 0,050 0,049
0,290 0,143 0,171 0,142 0,152
0,871 0,425 0,430 0,455 0,437
2,903 1,276 1,373 1,498 1,382
1,6 -
E 1,4 -
1,2 -
g 1,0 -
8 08 - y =0,4737x + 0,0113
0.6 - R? = 0,9998
0,4 -
0,2 -
00 F . - . —
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0

Concentracion (mg CAT/mL)

Figura 8: Curva estandar de (+) -catequina para la cuantificacion de polifenoles

totales.
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2. Cuantificacion de polifenoles totales.
La cuantificacion de polifenoles se realizé en las muestras de jugo de
noni en los diferentes estados de madurez, se trabajé utilizando la curva patrén

de (+) -catequina. A continuacién se presentan los resultados:

Cuadro 6: Contenido de polifenoles totales en el jugo de noni en tres estados

de madurez.
Estado de madurez mg de catequina/100 mi Jugo
Pintén 224,243+7 32°
Maduro 232,41346,76°
Sobre Maduro. 173,510+4,26°

Los valores representan (promedio + SEM) los datos provienen del experimento (n=9) valores de una
misma columna con superfndices diferentes son significativos. (p<0.05).

300
a
o 250 a
=]
2
g 200
B 0]
S
f‘cg 100 |
=]
E 50
0,

Pint6n Maduro Sobre maduro

Estado de madurez

Figura 9: Comportamiento del contenido de polifenoles totales en el jugo de

noni en tres estados de madurez.
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D. Evaluacién de la actividad antioxidante en el jugo de noni en tres
estados de madurez. |
1. Inhibicién del radical 1,1 diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH)
Para determinar la actividad antioxidante en el jugo de noni en los
diferentes estados de madurez, se evaludé frente al radical DPPH y los

resultados se presentan a continuacion:

Cuadro 7: Inhibicion de radicales libres de DPPH (ICsp) en el jugo de noni en

tres estados de madurez.

Estado de madurez ICso (ug/ml)
Pinton 154,819+1,76°
Maduro 149,475+0,55%
Sobre Maduro. 200,321+1,43°

Los valores representan (promedio + SEM) los datos provienen del experimento (n=9) valores de una
misma columna con superindices diferentes son significativos. (p<0.05).

250 -
o~ Cc
E 200
2
&P
E 150 -
$ 100 -
5
2
g 50 1
R

0 A

Pintén Maduro Sobre maduro

Estado de madurez

Figura 10: Comportamiento del I1Csq del radical DPPH en el jugo de noni en tres

estados de madurez.
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2. Capacidad de inhibir el cation 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazoline — 6
acido sulfénico) (ABTS®").
El comportamiento. del jugo de noni en los diferentes estados de

madurez frente al radical ABTS®" se presenta en el siguiente cuadro y figura.

Cuadro 8: Determinacion del iCsp del radical ABTS®" en el jugo de noni en tres

estados de madurez.

Estado de madurez ICso (g/ml)
Pintén 145,490+0,58°
Maduro 186,961+1,22°
Sobre Maduro. 191,311+1,22°

Los valores representan (promedio + SEM) los datos provienen de! experimento (n=9) valores de una
misma cofumna con superindices diferentes son significativos. (p<0.05).
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Estado de Madurez

Figura 11: Comportamientov del ICso del radical ABTS®" en el jugo de noni en

tres estados de madurez.
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3. Capacidad de inhibicion del radical peroxilo.
En el jugo de noni se evalud el comportamiento frente al radical peroxilo,

los resultados se presentan en el siguiente cuadro y figura.

Cuadro 9: Determinacion del ICsy del radical peroxilo en el jugo de noni en tres

estados de madurez.

Estado de madurez ICs0 (g/ml)
Pinton ' 106,065+1,98°
Maduro 114,774+1,03°
Sobre Maduro. 132,12440,74°

Los valores representan (promedio + SEM) los datos provienen del experimento (n=9) valores de una
misma columna con superindices diferentes son significativos. (p<0.05).

160 - c

é" 140 - a b
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»
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Pintén Maduro Sobre maduro

Estado de Madurez

Figura 12: Comportamiento del ICso del radical peroxilo en el jugo de noni en

tres estados de madurez.



V. DISCUSION

A. Analisis fisico quimico de la pulpa de noni en tres estados de madurez.
1. Humedad.

Los resultados de humedad se reportan en el cuadro 2 y segun el
analisis de varianza (A-l, C-10) entre los estados de madurez del noni encontro
que existe diferencia estadistica significativa (p<0,05). Segun los resultados, el
estado de madurez pintén contiene un mayor porcentaje de humedad con
85,95+0,26% mientras que en el estado maduro y sobre maduro tienen valores
similares 84,979+0,11% y 84,437+0,17% respectivamente, entre estos dos
estados de madurez no existe diferencia estadistica significativa, esta
disminucién de humedad puede deberse posiblemente a lo mencionado por
GIL (1980) que manifiesta que la transpiracién es el proceso por el que las
frutas pierden agua a través de sus conexiones vasculares y que una parte del
agua es utilizada en la hidrélisis del almidén. WILLS ef al. (1989) indica que en
las frutas, el contenido de agua es del 80 a 90% aproximadamente, asi mismo
son fuentes naturales de nutrientes esenciales en el desarrollo de los seres
humanos. Por su parte FENEMA (1993) menciona que el agua en la cantidad,
localizacidon y orientacién, es crucial para los procesos vitales e influye
profundamente en la estructura, aspecto y sabor de los alimentos. Comparando

nuestros resuitados con lo reportado por SANTIAGO et al. (2008), la humedad
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en fruta de noni verde y maduro fue 87,12 + 0.25; 8504 + 0,02

respectivamente.

2. Proteina.

La proteina en los frutos es esencial para formar el tonoplasto alrededor
de la vacuola central de la germinacion (SALISBURY y ROSS, 1992). En el
cuadro 2 se observa el porcentaje de proteina en los diferentes estados de
madurez del noni, analizando estadisticamente se encontré que existe
diferencia estadistica significativa (A-l, C-11) entre los estados de madurez, el
mayor contenido esta en el fruto pintdn 5,5310,01%. Para el fruto maduro y
sobre maduro no existié diferencia estadistica significativa, para el primero fue
4,95+0,01% y para el segundo 4,95+0,01%. FENEMA (1993) menciona que por
lo general los frutos son considerados como fuentes deficientes de proteinas
(0,2 — 1,3%), pero nuestros resultados demuestran lo contrario ya que tenemos
valores por encima del 5%, pero estos concuerdan con lo reportado por
SANTIAGO et al. (2008) quienes encontraron valores de 5,39 + 0,18 y 6,15 +

0,02 en fruta de noni verde y maduro respectivamente.

3. Grasa.

En el cuadro 2 se muestra el contenido de grasa en la pulpa de noni en
diferentes estados de madurez. Realizado el andlisis de varianza (A-l, C-12),
no se encontré diferencia estadistica significativa, determinando que el
porcentaje de grasa para los tres estados de madurez del fruto es

relativamente baja, alcanzando un promedio general para los tres estados de
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madurez de 0,37%. Al respectc FENEMA (1993) menciona que los
componentes lipidicos de la mayor parte de las frutas y verduras se hallan
presentes en concentraciones relativamente bajas. Por su parte ARTHEY y
ASHURST (1997) refiere que el contenido lipidico de las frutas suele hallarse
por debajo del 1% y varia con el producto. Por otro lado AQUINO et a/. (1989)
indica que el contenido de grasa bruta es atribuido a los lipidos derivados entre

ellos, esteroides y triterpenos que poseen la planta.

4. Fibra.

El contenido de fibra de la pulpa de noni en diferentes estados de
madurez se presenta en el cuadro 2. Realizado el andlisis de varianza (A-I, C-
13) se encontré diferencia estadistica altamente significativa para los tres
estados de maerez, analizando los promedios el estado de madurez pinton
tuvo el mayor porcentaje de fibra 5,97+0,01%, seguido por el estado maduro
5,261+0,09% y por ultimo el fruto sobre maduro 4,83+0,04%. BADUI (1984)
menciona que la fibra es un filamento que forma parte de un tejido animal o
vegetal como, celulosa, hemicelulosa o pectinas. Ademas la composicidén de
dicha fibra varia considerablemente de un vegetal a otro, dependiendo del

grado de madurez en el momento de su recoleccion (BADUI 1994).

5. Cenizas.
Los resultados del contenido de cenizas que se muestran en el cuadro 2
y el calculo del andlisis de varianza (A-l, C-14) muestran que existe diferencia

estadistica altamente significativa para los tres estados de madurez,
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encontrandose un mayor porcentaje en el fruto pintén 1,18+0,01%, para el fruto
maduro y sobre maduro 0,79+0,02% y 0,47+0,01% respectivamente.
Comparando nuestros resuitados con lo reportado por SANTIAGO et al. (2008)
ellos reportaron en noni verde y maduro 5.46+0.04% y 4.7710.04%
respectivamente donde se observa que el contenido de ceniza disminuye
durante la maduracion pero sus valores reportados son mayores a los
obtenidos en nuestros analisis. MATISSEK et al. (1998) menciona que una vez
que se eliminan otras posibles impurezas y particulas de carbono procedentes
de una combustion incompleta, el residuo se corresponde con el contenido en
minerales del alimento, por otro lado FENEMA (1993) indica que el contenido
mineral de los alimentos depende fundamentalmente de la naturaleza del suelo

y del agua utilizada para la produccion.

6. Carbohidratos.

El cuadro 2 nos muestra el contenido de carbohidratos en los tres
estados de madurez del noni. Analizando estadisticamente se encontré que
existe diferencia altamente significativa (A-l, C-15) en el cuadro se observa que
la fruta en estado sobre maduro presenta el mayor contenido de carbohidratos
4,92%, seguido por la fruta en estado maduro 3,62%, mientras que el fruto
pintbn mostré tener menor porcentaje de carbohidratos con 0,96%, esta
variacion puede deberse a que durante la maduracidn se incremento
considerablemente el contenido de carbohidratos. Al respecto FENEMA (1993)
menciona que durante la maduracién y almacenamiento de los frutos se

producen procesos enzimaticos que conducen a un incremento de la blancura y
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del contenido de azucares, debido a la formacién de sacarosa y otros azucares
a partir del almidén de reserva. Este fenémeno es un mecanismo contrario a la
transformacion de aztcar en almidén que ocurre en granos, tubérculos y

raices.

7. pH

Los valores de pH se presentan en el cuadro 2. Asimismo el analisis de
varianza (A-l, C-16) presenta diferencia estadistica significativa, para la fruta en
estado pintén fue 4,7, para la fruta madura 4,1 y para el sobre maduro 4,0,
estos valores muestran un descenso de pH durante la maduracién de la fruta,
tendiendo hacia la acidez, pero esto se ve reflejado en el analisis de acidez el
cual se incrementa durante la maduracion. Segun ARTHEY y ASHURST
(1997), en la mayoria de los frutos el pH es inferior a 4,2 y estos estan
relacionados con el contenido de acidos organicos los cuales desempenan un

papel muy importante en las frutas, confiriéndole el sabor agrio.

8. Sdlidos solubles.
El cuadro 2 esta referido al contenido de sélidos solubles (°Bx) en el jugo
de noni en los diferentes estados de madurez. Analizando estadisticamente (A-
I, C-17) se encontré que existe diferencia altamente significativa, obteniendo un
mayor contenido de azucares en la fruta sobremadura 11,76+0,02°Bx vy
menores para la fruta madura y pintdbn 9,76+0,03°Bx y 8,26+0,03°Bx
respectivamente. Al respecto PRIMO (1997) menciona que los azucares

aumentan en forma continua a medida que los frutos van madurando, por el
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mismo hecho que los almidones se van hidrolizando hasta formar azucares.
Por su parte CHEFTEL y CHEFTEL (1976) también indica que el contenido en
osas y el sabor azucarado de las frutas aumentan en el curso de la

maduracion.

9. Acidez.

Los valores de acidez en las muestras se presentan en el cuadro 2,
realizado el analisis estadistico se encontré diferencia altamente significativa
(A-l, C-18), realizando la comparacion de las medias se determiné el menor
contenido de acidez de 0,291+0,01% (acido citrico) para la fruta en estado
pintén, seguido de 0,35+0,01% (&cido citrico) y 0,59+0,01% (&cido citrico) para
la fruta madura y sobre madura respectivamente. Al respecto DUCKWORTH
(1968) menciona que el contenido de &cido en los frutos se expresa en
porcentaje de acido citrico, el cual varia segun la madurez. En la mayoria de
los frutos la acidez decrece gradualmente con el proceso de maduracion
jugando un papel importante en el balance acidez/azucar y por ende influyendo
en el sabor y aroma de los frutos. Pero nuestros resultados muestran lo
contrario ya que durante la maduracién del noni se nota un aumento progresivo
de la acidez. Se cree que en esta fruta pueden existir otros acidos los cuales
tienden a aumentar durante el proceso de maduracion (AZCON-BIETO vy

TALON, 1996).
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10.indice de madurez.

Los valores del indice de madurez se presenta en el cuadro 2, realizado
el andlisis de varianza (A-1, C-19) se determind que existe diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos, pero entre el estado de madurez pinton
27.71+0,46 y maduro 27,83+0,29 no existe diferencia estadistica, pero si
minima diferencia numérica, al respecto PARRA y HERNANDEZ (1997)
manifiestan que para el reconocimiento del momento 6ptimo de recoleccion se
han establecido una serie de factores indicativos denominados “indices de
madurez’, los cuales deben ser capaces de poner de manifiesto diferencias
pequenas. Durante la sobre maduracién de la fruta este valor tiende a disminuir
hasta 19,647+0,03. PRIMO (1997) afirma que durante la maduracién de los
frutos hay un aumento progresivo en la concentracion de los sdlidos solubles,
sobre todo de azucares y un descenso importante de la acidez, por esto, la
relaciéon Brix/Acidez aumenta cuando avanza la maduracion, y se toma
universalmente como indice de madurez (1.M), pero en nuestro caso sucede lo
contrario y esto es debido a que durante la maduracién y sobre maduracion de

la fruta los acidos tienden a aumentar.

B. cuantificacién de acido ascérbico en el jugo de noni en tres estados de
madurez.
1. Determinacién de curva estandar de acido ascérbico.
Para la cuantificacion de la vitamina C en el jugo de noni se elabord una
curva patron con acido ascorbico, las concentraciones que se usaron fueron de

25 a 200 ug/ml. y para cada prueba se realiz6 seis repeticiones, los resultados
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de absorbancia fueron leidas a 515 nm; en el cuadro 3 se presenta las
absorbancias para cada concentracion y en la figura 6 se muestra el grafico de
correlacion el cual esta representada por una linea recta, en este caso esta
relacionado a un modelo matematico de primer orden ya que la ecuacion
obtenida es y = 0.0044X — 0.0048 y el coeficiente de determinacion es R? =
0.9981 el cual nos indica el grado de informacién compartida entre 2 variables y
ademas nos indica que dicho modelo matematico es el apropiado ya que
cuando tiende a la unidad la tendencia lineal se hace mas fuerte (DEL

CASTILLO, 1993).

2. Cuantificacion de acido ascérbico.

La vitamina C juega un papel vital en la sintesis del colageno y en la
proteccidon contra las lesiones producidas por los radicales libres (WONG,
1995). En el cuadro 4 y figura 7 se observa los datos del contenido de acido
ascorbico en el fruto de noni (Morinda citrifolia L.) en diferentes estados de
madurez, analizando estadisticamente los resultados se encontrd que existe
diferencia significativa (A-ll, C-20) , comparando las medias mediante la prueba
de tukey (p<0,05) se determind que los estados de madurez influyen en el
contenido de acido ascdrbico, encontrando que el mayor contenido esta en el
fruto maduro con 252, 975+1,87 mg de acido ascorbico/100 ml de jugo. Segun
VARGAS et al. (2005), en las células vegetales la produccidon de especies
reactivas de oxigeno (EROS) se incrementa durante los procesos de
maduracion, pero la célula tiene que mantener el equilibrio dinamico por lo

tanto, el sistema antioxidante que protege a las células del organismo también
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se incrementa, sabiendo que el acido ascorbico es considerado como uno de
los antioxidantes naturales, asi mismo CHEFTEL y CHEFTEL (1976) indica que
la maduracién bresupone un descenso de la acidez de esta forma la relacion
azucares/acidos aumenta durante la maduraciéon de la mayor parte de las

frutas.

En los estados de madurez pintdn y sobre maduro no existi6é diferencia
estadistica significativa, para el primero fue 224,37+0,41 y para el segundo
219,57+40,28 mg de &cido ascoérbico/100 ml de jugo, esto puede deberse a lo
reportado por BRICENO et al. (2005) que indica que en estudios realizados se
observé que la tasa respiratoria mostré un patrén regular y un pico climatérico
durante la maduracion de las frutas. Estos cambios en la tasa respiratoria son
acompanados de cambios quimicos y bioguimicos en el fruto, de los cuales se
han presentado cambios en el contenido de azucares, almiddn, acidez y
vitaminas. Por otro lado VARGAS et al. (2005) indica que la disminucién en los
niveles de acido ascérbico durante la maduraciéon y el almacenamiento es
facilmente cuantificable, esto esta asociada a la tasa respiratoria en la que se
generan EROS. En este panorama, enzimas como ascorbato peroxidasa y
ascorbato reductasa, juegan un papel importante al usar el acido ascorbico

como sustrato.

El mayor contenido de acido ascdrbico en el noni fue en el estado de
madurez maduro con 252, 975+1,87 mg de acido ascorbico/100 ml de jugo.

Segun el INSTITUTO NACIONAL DE NUTRICION (2001), reporta para la
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guayaba 111.93 y 160 mg/100g de parte comestible, asi mismo para el limén
se reporta 80 mg/100g (VILAPLANA, 2007), con respecto a estos datos se
puede indicar que con el consumo de 50g de noni se puede cubrir el
requerimiento minimo diario que es 60 mg (VARGAS ef al, 2005). En
conclusion el mayor contenido de acido ascarbico en el noni se encuentra en el

estado de madurez maduro.

C. Cuantificacion de polifenoles totales en el jugo de noni en tres estados
de madurez.
1. Determinacién de la curva estandar de polifenoles totales.

Para la cuantificacion de polifenoles totales se realiz6 una curva
estandar con (+)-catequina, para ello se ploted concentraciones de 0,003 a
2,903 mg catequina/ml cada prueba se realizé por ftriplicado y las lecturas de
absorbancia se registraron a 700 nm. Luego se procedi6é a realizar el célculo
mediante un modelo matematico de primer orden cuya ecuacién es y =
0,4737X + 0,0113 con un R? = 0,9998 como se muestra en el cuadro 5 y figura
8. Referente a este ultimo valor SACHS (1978) menciona que el coeficiente de
determinacién (R?); es el ajuste de la linea de regresion a los puntos, cuanto
‘mas cerca esta el RZ a 1, es mejor, esto coincide con el coeficiente de

determinacién hallada para la curva estandar cuyo valor es 0,9998.

Para la curva patron se utilizd como estandar la (+)-catequina, segun
ALLE‘R' (2008), refiere que las catequinas son un tipo especial de flavonoides

que pueden captar directamente especies reactivas de oxigeno como
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superoxido (Oy), agua oxigenada (H20») o écido hipocloroso (HOCI) que
pueden ser muy dafinos para lipidos, proteinas y DNA. FRANKEL ef al. (1995)
menciona que los monémeros de catequina y epicatequina tanto como sus
polimeros tienen una importante capacidad antioxidante, incluso mas efectiva

que la vitamina E.

2. Cuantificacion de polifenoles totales.

En el cuadro 6 y figura 9 se presenta los resultados del contenido de
polifenoles totales en el jugo de noni en los tres estados de madurez (pinton,
maduro y sobre maduro), analizando estadisticamente se encontr6 que existe
diferencia estadistica significativa, (A-lll, C-21) comparando las medias
mediante la prueba de tukey (p<0,05) se encontré que en el estado de madurez
pintén y maduro no hay diferencia estadistica, pero si en el fruto sobre maduro.
El fruto pinton tuvo 224,243+7,33 mg de catequina/1 OOvml de jugo y el fruto
maduro tuvo 23241346,77 mg de catequina/{00 mi de jugo. Este
comportamiento de los resultados puede deberse a lo que menciona PARK et
al. (2006) quien indica que una vez iniciada la maduracién de los frutos existe
la presencia del etileno el cual es conocido como una hormona de maduracion
y provoca cambios en la composicién de los frutos, por lo que en frutos
maduros la presencia del etileno favorece un aumento en la concentracion
polifendlica. Por ofro lado VARGAS et al. (2005) menciona que la actividad
glucosidasa genera los carbohidratos y las respectivas agliconas, por lo que el
contenido de compuestos fendlicos libres deberia verse incrementado durante

la maduracion de las frutas.
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Por el contrario en el noni sobre maduro el contenido de polifencles fue
173,510+4,27 mg de catequina/100 ml de jugo. MURAKAMI et al. (2004) indica
que la actividad para captura de radicales de algunos vegetales y frutos se
incrementa durante la coccién y este incremento es debido a la inactivacion de
la polifehol oxidasa y oxidasa ascorbato, asi mismo BADUI (1988) indica que la
polifenol oxidasa es responsable del oscurecimiento de algunas frutas y en el

caso del noni el fruto sobre maduro se oxida con facilidad.

El mayor contenido de polifenoles en el jugo de noni fue 232,41346,77
mg de catequina/100 ml de jugo, comparado a MURILLO (2006) este reporta
133 mg/100g en pulpa de noni pero no especifica el grado de madurez, asi
mismo VARGAS ef al. (2005) reporta 120 mg catequina/100g (BH) de pulpa de

araza (Eugenia stipitata Mc Vaugh).

En la presente investigacion las muestras de jugo de noni fueron
trabajados con metanol, esto permiti6 que se pueda extraer compuestos
fendlicos y fendlicos — hidroxi con acidos, alcoholes, azlcares o glucésidos
(ZIN et al., 2002). En conclusién el mayor contenido de polifenoles en jugo de

noni se encuentra en el fruto maduro.
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D. Evaluacién de la actividad antioxidante en el jugo de noni en tres
estados de madurez.
1. Inhibicién del Radical 1,1 diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH).

Los resultados de la prueba de DPPH fueron expresados en ICsp (ug/ml)
para los diferentes estados de madurez pintén, maduro y sobre maduro como
se muestra en el cuadro 7 y figura 10 los valores encontrados fueron
analizados estadisticamente y se determiné que existe diferencia altamente
significativos (A-IV, C-22); calculado los promedios segun la prueba de Tukey
(p<0,05) se encontr6 que el mejor tratamiento corresponde al estado de
madurez maduro con 1Cs50149,47+0,55 ug/ml. comparado con el resto, segun
MURILLO (2006) indica que los frutos que tienen el valor de ICsg menor tienen
mayor actividad antioxidante; el mismo autor realizé una comparacion de ICsp
en frutos tropicales e indica que el noni esta entre las 11 mejores en actividad
antioxidante.

En el estado de madurez sobre maduro el iCsq del noni fue 200,32+1,43
ug/ml. Un fruto para ser cosechado y consumido tiene que haber alcanzado su
madurez fisiolégica y comercial, segun FAO/OMS (1984) indica que la madurez
de un fruto es aquel que ha completado su crecimiento activo (crecimiento
vegetativo) y produccion de semilla (madurez fisiolégica). En cambio los frutos
sobre maduros son aquelios en los que la madurez organoléptica no es
gustativa ni olfativa y sefiala que es el final desarrollo de la fruta y comienza la

senescencia y ordinariamente es un proceso irreversible (WILLS, 1984).
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Comparando los estados de madurez para el noni entre pinton
(154,82+1,76 ug/ml.) y maduro (149,47+0,55 ug/ml.) se encontr6 que el pinton
tiene menor capacidad para inhibir el 50% del radical DPPH, esto puede ser
explicado por VARGAS et al. (2005) que indica que durante la maduracion
podrian generarse productos de condensacion o incremento en algunos

compuestos fendlicos que aportan mayor actividad antioxidante.

Comparando los valores de ICso del noni con otros frutos tenemos que
este es mejor que el agua de coco de la variedad verde con 1 — 10 % de
albumen con ICsy 252+3,6 mg/100 ml (REATEGUI, 2003) y la fresa con ICso

132,8 mg/100g (KUSKOSKI et al., 2005).

De los estados de madurez evaluados en la determinacion del ICsg del
radical DPPH se concluye que el noni maduro es el que ofrece la mayor

capacidad antioxidante.

2. Capacidad de inhibicibn del Cation 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazoline — 6 acido sulfénico) (ABTS®")

Los resultados de la evaluacion de la capacidad seéuestrante del catién
ABTS®" se observa en el cuadro 8 y figura 11, realizado el analisis estadistico
se encontrd que existe diferencia altamente significativo (A-IV, C-23) entre los
estados de madurez pintdbn, maduro y sobre maduro. Comparando los
promedios de los tratamientos mediante la prueba de tukey (p<0,05) se

encontré que el estado de madurez que ejercié efecto sobre la capacidad de
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inhibir el cation ABTS®*, siendo el mejor el pinton con ICsp 145,49+0,58 ug/ml.,
pero en la prueba de DPPH el que tuvo la menor eficacia de inhibicion
correspondi6 al estado de madurez maduro ICsp 149,4710,55 ug/mi, esto puede
ser explicado por KUSKOSKI et al. (2005) que indica que ambos métodos
presentan una excelente estabilidad en ciertas condiciones, aunque también
muestran diferencias. EI DPPH es un radical libre que puede obtenerse
directamente sin una preparacién previa, mientras que el ABTS®" tiene que ser
generado tras una reaccion que puede ser quimica (diéxido de manganeso,
persulfato de potasio, ABAP), 6 enzimatica, ademas se puede medir la
actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que el

DPPH solo puede disolverse en medio organico.

Asimismo, en los frutos pintones se encuentra un marcado sabor
astringente y que se reduce en la maduracién, esto puede deberse a que los
taninos que se localizan en los vasos de latex y sus células adyacentes tanto
en la pulpa como en la cascara ofrecen una mayor actividad antioxidante

(PALMER, 1979).

Comparando los tres estados de madurez el que tiene capacidad de
inhibicion al cation ABTS®" intermedio es el fruto del noni maduro ICsp
186,961+1,22 ug/ml, comparado con la capacidad de inhibicion del radical
DPPH, el fruto sobre maduro fue el que menos eficiencia tuvo al igual que el
ABTS®'. CHEFTEL y CHEFTEL (1976) menciona que al estado de madurez

optimo (desde el punto de vista organoléptico) sigue inmediatamente la
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desorganizacion y senectud de los tejidos; ablandamiento excesivo,
pardeamiento enzimatico, etc. Ademas en las células vegetales las especies
reactivas de oxigeno se generan durante los procesos de maduracion y se
incrementan durante la senescencia tal como lo menciona VARGAS ef al.

(2005).

De acuerdo a los resultados referidos al cation ABTS%+ en el noni se
obtuvo ICso 145,49+0,58 ug/ml., comparado con la fresa 202,5+0,5 mg/100g y

uva 161,5+3,3 mg/100g, el noni es mejor (KUSKOSKI et al., 2005).

En conclusion la evaluacion de la capacidad secuestrante del catiéon

ABTS®" en el fruto del noni fue mejor en estado pintén.

3. Capacidad de inhibicion del Radical Peroxilo

En el cuadro 9 y figura 12 se presenta los resultados del coeficiente de
inhibicion del radical peroxilo, realizado el andlisis de varianza se encontré que
existe diferencia altamente significativa con respecto a los tratamientos (A-1V,
C-24) en el estado de madurez comparando las medias mediante la prueba de
tukey (p<0,05) se determiné que el mejor tratamiento fue el noni en el estado
de madurez pintén con Csp 106,065+1,98 ug/ml; esto puede deberse a lo
reportado por WILLS (1984} que indica que los frutos no maduros guardan
como reserva muchos componentes y que durante el periodo de maduracion la

actividad metabdlica se incrementa, provocando cambios posteriores.
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Para las respectivas lecturas de absorbancia, para la determinacion de
la actividad antioxidante, el jugo de noni fue diluido con metanol, segun ZIN et
al. (2002) indica que la actividad antioxidante de la Morinda citrifolia L. en
hojas, frutos y raices depende de la polaridad de los solventes. Asi mismo, en
las frutas maduras y sobre maduras el coeficiente de inhibicion del radical
peroxilo es menor ICsp 114,774+1,04 ug/ml y [Cso 132,124+0,74 ug/mi
respectivamente; esto puede deberse a lo reportado por PRIMO (1997), quien
afirma que durante la maduracién de las frutas hay un aumento progresivo de

solidos solubles, azucares, descenso de la acidez y compuestos aromaticos.

De acuerdo a los resultados se encontrd que el jugo de noni pintén tuvo
mayor eficiencia frente al radical peroxilo 106,065+1,98 ug/mi, comparado con
otras investigaciones; VILLANUEVA (2003) reportd como mejor tratamiento
frente al radical peroxilo la cascara pintdn de camu camu (Myrciaria dubia HBK)
encontrando un ICsp 8,30+0,85 ug/ml., el mismo autor indica en maca ICso 430
ug/mi.; esto nos indica que el noni es un fruto con buena actividad antioxidante,
no siendo tan eficiente como la cascara pintén de camu camu pero si superior
al de la maca, Segun ZIN et al. (2002) explica que la actividad antioxidante
observada en el noni puede ser por el efecto sinérgico de mas de 2
compuestos que estan presentes en la planta porque la actividad antioxidante

trabaja mejor en sinergismo produciendo un mayor efecto de actividad.



VL. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo de

investigacion, se llegd a las siguientes conclusiones:

e |lLa composicidn fisico quimico en el fruto de noni fue variado,

dependiendo del estado de madurez.

e El mayor contenido de acido ascdrbico y polifencles totales en el jugo de
noni fue en estado maduro con 252975+1,87 mgAA/100ml vy

232,41346,76 mg de catequina/100ml respectivamente.

e La mejor capacidad antioxidante del DPPH fue en el estado maduro ICsp
149,475+0,55 ug/ml., mientras que el estado de madurez pinton fue mejor
para el cation ABTS®" ICsp 145,490+0,58 ug/ml y radical peroxilo ICsp

106,065+1,98 ug/ml.



Vil. RECOMENDACIONES

Realizar trabajos de investigacion para quitar o disminuir las sustancias

que le confieren sabor y olor desagradable al noni.

Investigar la actividad antioxidante en las diferentes partes de la planta

como son: raiz, tallo, hoja y semillas de la fruta.

Estudiar el efecto de los diferentes procesos como atomizado, liofilizado y

secado en la pulpa de noni y su actividad antioxidante.

Desarrollar parametros para la elaboracién de una bebida nutracéutica

utilizando la pulpa de noni y evaluar su actividad antioxidante.

Realizar estudios in vivo de las propiedades antioxidantes del noni.



VIHI. ABSTRACT

ANTIOXIDANT ACTIVITY EVALUATION OF NONI (Morinda citrifolia L.)

FROM THREE MATURITY STAGES HARVESTED IN TINGO MARIA

In this time (actually) there is a lot of interest to find antioxidants from natural
resources including noni (Morinda citrifolia L.) the consumption is promocioned
due to his functional properties. Also is used as a dietetic nutritious supplement,
because it has nutritional benefits, the consumption can be in juice, drinkings,
concentrates, tablets or pills. The goal was to determine the physic-chemistry
features, the content of ascorbic acid, total polyphenols and antioxidants activity
of de DPPH, ABTS®* and peroxile methods in fruit of noni in ripeness (maturity)
state alittle ripeness, ripeness, so ripeness. This research was held in a
laboratory, in Research Center of Natural Products in the Amazonian (CIPNA-
UNAS). The physic — chemistry characteristics (AOAC, 1997) the quantification
of total polyphenols Folin Ciocalteu method SANDOVAL et.al. (2001), the
antioxidant activity throught the DPPH radical method of BRAND — WILLIAMS
et al. (1995), modified by SANDOVAL et.al. (2001) to the cation ABTS®* method
PELLIGRINI et.al. (1999) and to the peroxile radical method TRAP (total power
of reduced activity) SANDOVAL et.al. (2001) the high porcetage about humid

proteins, fiber, ashes found in fruit in a little ripeness, while the carbohidrates,
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solubles solid and acid in so ripeness state, this showed a progressive
decrease of pH during the maturity of fruit and the fat was constantly for the
three states. The fruit in ripeness had the best content of acid ascorbic
252,975+1,87 mgAA/100mi, and total polyphenols 232,41316,76 mg de
catequina/100ml of noni juice. to the DPPH radical found as the best to ripeness
state ICsp 149,47520,55 ug/ml , in the ABST®” cation method the best was the a
little ripeness state ICso 145,490+0,58 ug/ml and this same soripenes state was

the best in peroxile radical ICsy 106,065+1,98 ug/ml.
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X. ANEXO



ANEXO |

Cuadro 10. ANVA del andlisis de humedad

Fuente GL SC CM FC sig.
Estado de madurez 2 3,570724 1,785362 15,59 *
Error experimental 6 0,687021 0,114503

Total 8 4,257745

R?=0,8386 CV=0,3975 SEM = 0,3383 Promedio = 85,1252

Cuadro 11. ANVA del analisis de proteina

Fuente GL SC CM FC Sig.

Estado de madurez 2 0,677333 0,338666 121823 *
Error experimental 6 0,000016 0,000002
Total 8 0,677350

R? = 0,9999 Cv =0,0323 SEM = 0,0016 Promedio = 5,1506

Cuadro 12. ANVA del andlisis de grasa

Fuente GL SC CM FC Sig.

Estado de madurez 2 0,000358 0,000179 0,08 n.s.
Error experimental 6 0,012925 0,002154
Total 8 0,013283

R?=0,0269 CVv =123367 SEM = 0,0464 Promedio = 0,3762



Cuadro 13. ANVA del analisis de fibra

Fuente GL SC CM FC Sig.
Estado de madurez 2 1,969479 0,984739 92,24 *=*
Error experimental 6 0,064056 0,010676

Total 8 2,033536

R?=0,9685 Cv =1,9290 SEM =0,1033 Promedio = 5,3562

Cuadro 14. ANVA del analisis de cenizas

Fuente GL SC CM FC Sig.

Estado de madurez 2 0,753550 0,376775 638,70 **
Error experimental 6 0,003539 0,000589
Total 8 0,757090

R?=0,9953 CV=2,9567 SEM = 0,0242 Promedio = 0,8214

Cuadro 15. ANVA del analisis de carbohidratos

Fuente GL SC CM FC Sig.
Estado de madurez 2 24,371796 12,185898  Infin  **
Error experimental 6 0,000000 0,000000
Total 8 24,371796

R? = 1,0000 CVv=0 SEM =0 Promedio = 3,1703

Cuadro 16. ANVA del anadlisis de pH

Fuente GL SC CM FC Sig.
Estado de madurez 2 0,911666 0,455833 128203 *
Error experimental 6 0,002133 0,000355

Total 8 0,913800

R?=0,9976 CV =0,4358 SEM =0,0188 Promedio = 4,3266



Cuadro 17. ANVA del analisis de solidos solubles

Fuente GL SC CM FC Sig.
Estado de madurez 2 18,500000 9,250000 370000 ™
Error experimental 6 0,015000 0,002500

Total 8 18,515000

R?=0,9991 CV=0,5033 SEM = 0,0500 Promedio = 9,9333

Cuadro 18. ANVA del andlisis de acidez

Fuente GL SC CM FC  Sig
Estado de madurez 2 0,154560 0,077280 219048 **
Error experimental 6 0,000211 0,000035

Total 8 0,154772

R? = 0,9986 CV =1,4275 SEM = 0,0059 Promedio = 0,4160

Cuadro 19. ANVA del andlisis de indice de madurez

Fuente GL SC CM FC Sig.
Estado de madurez 2 132,21540 66,10770 21992 *
Error experimental 6 1,80360 0,30060

Total 8 134,01900

R?=0,9865 CV =2,1872 SEM =0,5482 Promedio = 25,0666



ANEXO Il

Cuadro 20. ANVA del contenido de &cido ascérbico en el jugo de noni en tres

estados de madurez.

Fuente GL SC CMm FC Sig.
Estado de madurez 2 1956,573483 978,286741 260,12 *
Error experimental 6 22,565594 3,760932

Total 8 1979,139077

R? = 0,988 CV =0,834 SEM = 1,939 Promedio = 232,3087
ANEXO Il

Cuadro 21. ANVA del contenido de polifenoles totales en el jugo de noni en

tres estados de madurez.

Fuente GL SC CMm FC Sig.
Estado de madurez 2 6110,222689 3055,111344 2596 *
Error experimental 6 706,208533 117,701422

Total 8 6816,431222

R?=0,8063 CV=51648 SEM=108490 Promedio = 210,0556



ANEXO IV

Cuadro 22. ANVA de la capacidad de inhibir el radical DPPH en el jugo de

noni en tres estados de madurez.

Fuente GL SC CM FC Sig.
Estado de madurez 2 140530092  7026,5046 42930 **
Error experimental 24 392,8171 16,3674

Total 26 14445,8262

R?=0,9728 CV =2,4052 SEM =4,0457 Promedio = 168,2050

Cuadro 23. ANVA de la capacidad de inhibir el radical ABTS®" en el jugo de

noni en tres estados de madurez.

Fuente GL SC CM FC Sig.
Estado de madurez 2 11521,09701 5760,54850 575,32 **
Error experimental 24 240,30687 10,01279

Total 26 11761,40388

R?=0,9795 CV=1,8123 SEM = 3,1642 Promedio = 174,5941

Cuadro 24. ANVA de la capacidad de inhibir el radical peroxilo en el jugo de

noni en tres estados de madurez.

Fuente GL SC CM FC Sig.

Estado de madurez 2 3167,7119 1583,8559 9490 **
Error experimental 24 400,5726 16,6905

Total 26 3568,2

R?=0,8877 CV=34724 SEM=4,0854 Promedio = 117,6543



