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MANDARINA CLEOPATRA (Citrus reshni) ALMACENADOS EN REFRIGERACION
Edinson Dominguez?, Elizabeth Ordofiez?

Recepcion: 15 de enero de 2014 Aceptado: 16 de noviembre de 2014
. Resumen________________________________

El presente trabajo de investigacién se desarroll6 en los laboratorios del CIPNA y Analisis de Alimentos —
UNAS. Los objetivos fueron: determinar el pH, acidez y los soélidos solubles totales, cuantificar la vitamina
C y evaluar la capacidad antioxidante mediante la inhibicion de los radicales libres 2,2-Difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH*) y (2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolino-6-acido sulfénico) ABTS* en zumos citricos
almacenados a 5 °C/ 20 dias. Las muestras fueron zumos de lima dulce, limén tahiti, limén rugoso y
mandarina cleopatra; los resultados fueron analizados mediante el disefio completo al azar (DCA) vy la
prueba de tukey (p<0,05), utilizando el programa SAS version 9.0. Los resultados fueron: lima dulce pH
5,80; acidez 0,15 % y 6,80 Brix; limon tahiti pH 2,39; acidez 6,70 % y 6,20 Brix; limén rugoso pH 2,13;
acidez 7,08 % y 6,0 Brix; mandarina cleopatra pH 2,27, acidez 7,79 % y 6,50 Brix. El coeficiente de
inhibicién (ICso) frente al radical DPPH* fueron lima dulce 354; limon tahiti 457; limén rugoso 420;
mandarina cleopatra 482 pug/ml respectivamente; frente al radical ABTS* para limadulce 371; limén tahiti
469; limoén rugoso 432; mandarina cleopatra 513 pug/ml respectivamente; mostrando un decrecimiento de
la actividad antioxidante de todos los zumos citricos frente al radical DPPH* y ABTS* a los 5 °C/ 20 dias.
El contendido de vitamina C fue: lima dulce 50,2; limon tahiti 21,1; limon rugoso 27,7 y la mandarina
cleopatra 16,1 mg.vit.C/100 ml zumo respectivamente; observandose un decrecimiento de 31, 44, 26, 47
% de la vitamina C a los 5 °C/ 20 dias.
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. Abstact___________________________

This research work was developed in the laboratories of CIPNA and Food Analysis at- UNAS. The
objectives were to: determine the pH, acidity and total soluble solids; quantify the vitamin C; and evaluate
the antioxidant capacity by inhibition of the free radicals 2,2- Diphenyl -1- picrylhydrazyl (DPPH"*) and (2,2'-
azinobis (3- ethylbenzothiazoline -6- sulfonic acid ) ABTS* in citrus juices stored at 5 °C/20 days. The
Samples were juices of sweet lime, tahiti lemon, rough lemon and cleopatra mandarin. Data were analyzed
with a completely randomized design (CRD) and a Tukey test (p < 0,05 ) using SAS version 9,0 software.
The results for pH, acidity and total soluble solids were: sweet lime: pH 5,80, acidity 0,15 % and 6,80 Brix;
lemon tahiti: pH 2,39, acidity 6,70 % and 6,20 Brix; rough lemon: pH 2,13, acidity 7,08 % and 6,0 Brix; and
cleopatra mandarin: pH 2,27, acidity 7,79 % and 6,50 Brix. The coefficients of inhibition (ICso) against the
radical DPPH* were for sweet lime: 354; lemon tahiti: 457; rough lemon: 420; and cleopatra tangerine: 482
pg/ml; against the radical ABTS* for sweet lime: 371; lemon tahiti: 469; rough lemon: 432 and cleopatra
tangerine 513 pg / ml; showing a decrease of the antioxidant activity of all citrus juices against DPPH*
radical and ABTS*at 5 ° C/ 20 days. The concentrations of vitamin C were: sweet lime: 50,2; lemon tahiti:
21,1; rough lemon: 27,7; and cleopatra tangerine: 16,1 mg.vit.C/100 ml, observing a decrease of 31; 44 ;
26 ; 47 % of vitamin C at 5 ° C / 20 days.
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Introduccién

Los citricos ocupan un lugar singular en el reino
vegetal, su anatomia presenta caracteristicas
Unicas y ocupan una posicion privilegiada en la
dieta humana, la industrializacién de los citricos no
se limita a la extraccién de zumos sino que permite
la obtencidn de una gran variedad de subproductos,
actualmente, la interaccion alimentos-medicina esta
siendo considerada por parte de la comunidad
cientifica como de vital importancia para la salud,
estudios epidemiolégicos in vitro y clinicos indican
gue una dieta a base de vegetales (frutas y
verduras), puede reducir a la mitad el riesgo de
enfermedades cronicas, especialmente del cancer,
conforme lo demuestra la revision de 200 estudios
epidemiologicos.

Cabe resaltar, que en nuestra amazonia como en
los valles costeros de nuestro pais hay una gran
produccion de citricos como la lima dulce, limén
tahiti, limén rugoso y mandarina cleopatra y no es
aprovechado en su potencialidad como fuente de
alimentos, materias primas e inclusive como
medicamentos. Los efectos beneficiosos del
consumo de frutos citricos sobre la salud humana
estan basados en sus propiedades antioxidantes y
anti- radical de los componentes de los frutos
citricos como el &cido ascorbico, los flavonoides,
carotenoides, antocianinas, los derivados del acido
cinamico, entre otros (1). Resulta interesante
demostrar si estas propiedades benéficas se
pierden o se mantienen durante el envasado de
los zumos en la que se conservan sus propiedades
nutricionales y antioxidantes para fines de
comercializacién. Los citricos son una buena fuente
de vitamina C, siendo recomendable una ingesta
diaria de 90 mg/dia, otros metabolitos con actividad
biolégica presentes en el género Citrus son los
compuestos fendlicos, dentro de ellos los
flavonoides como la naringina, hesperidina, rutina y
diosmina (2). La estabilidad de la vitamina C o acido
ascorbico es afectada por la luz, el oxigeno, la
actividad de agua, la temperatura, el pH, el azlcar,
las enzimas, los catalizadores metdlicos, la
concentracién inicial del acido y la relacion &cido
ascorbico — acido dehidroascérbico, siendo asi la
vitamina mas inestable y labil por lo que algunos
investigadores han propuesto usar su contenido
residual en los alimentos como un indice de
retencion de nutrientes (3). Los antioxidantes son
sustancias que reaccionan con los radicales libres
para formar compuestos estables no reactivos,
proceso conocido como “atrapamiento (captura)”,
siendo en la actualidad un pardmetro interesante
para valorar la calidad dietética del producto,
existiendo los antioxidantes de origen enddgeno
(sintetizados por el organismo) como la enzimas y
exégenos provenientes de los alimentos naturales,
entre estos estan las vitaminas A, E y C, los B-
carotenos, luteina, flavonoides, licopenos, el acido
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lipoico, los cofactores (cobre, zinc, manganeso,
hierro y selenio) (4). Los radicales libres son
moléculas del metabolismo muy inestables que
presentan electrones desapareados, siendo las
especies reactivas de oxigeno(ERO) las mas
importantes como el oxigeno molecular (Oz), el
ozono (O3) y el oxigeno singlete (& 1), ademas de
metales de transicion (Fe, Mn, Co, Ni y Cu) y
radicales de nitrégeno (NO, NO3z), el desbalance
entre radicales libres y antioxidantes, produce un
fendmeno llamado estrés oxidativo, lo cual ha sido
asociado a la patogénesis de muchas
enfermedades humanas (5). En base a este marco
para la presente investigacion se han planteado los
siguientes objetivos: Caracterizar por métodos
fisicoguimicos el pH, acidez y los sélidos solubles
totales, evaluar la capacidad antioxidante (DPPH* y
ABTS*) y cuantificar la vitamina C en los zumos
citricos almacenados a 5°C.

Materiales y métodos |

El presente trabajo se realiz6 en el Centro de
Investigaciones de Productos Naturales de la
Amazonia (CIPNA) y laboratorio de Andlisis de
Alimentos de la Universidad Nacional Agraria de la
Selva (UNAS), ubicado en la ciudad de Tingo Maria,
Provincia de Leoncio Prado, Departamento de
Huénuco.

Materia prima

La lima dulce (T,) (Citrus limetta), limén tahiti (T2)
(Citrus latifolia), limén rugoso (T3) (Citrus jambhiri
Lush) y mandarina cleopatra(T4) (Citrus reshni)
fueron adquiridas de la parcela “Bella Durmiente”
de propiedad del Sr. José Jara Estrada y del fundo
“El Triunfo” de la Sefiora Préspera Cérdova ubicado
en Angashyacu distrito de José Crespo y Castillo-
Aucayacu en la provincia de Leoncio Prado,
departamento de Huénuco, las frutas fueron
cosechadas en estado maduro para luego
inmediatamente ser trasladadas a los laboratorios
para la preparacion de las muestras y su posterior
analisis.

Reactivos

L(+) &cido ascorbico puro, DPPH*(2,2-Difenil-1-
picrilhidrazil), 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolino-6-
acido sulfénico) (ABTSY); 2,6 diclorofenolindofenol.

Equipos de laboratorio

Balanza analitica, Espectrofotometro uv/vis, Estufa,
Micropipetas, Desionizador de agua, Vortex,
Microondas, Refrigerador, Centrifuga, Brixometro,
pH - Meter.

Métodos de analisis

Caracterizacién fisicoquimica: Sélidos solubles (6),
pH (7), y acidez (8). Método para la cuantificacion
de vitamina C (9). Inhibicion del radical (2,2-Difenil-
1-picrilhidrazil), método de inhibicién del radical
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DPPH* (10). Método para medir la capacidad de
inhibir el cation 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolino-
6-acido sulfonico) ABTS* (11).

Metodologia experimental. Para la cuantificacién
del pH, acidez y sdlidos solubles totales se procedid
por los métodos potenciométrico, titulacion acido —
base y refractometria respectivamente. La vitamina
C se determiné a 520 nm y los resultados fueron
expresados en mg vit. C/100 ml zumo. Para la
evaluacion del radical DPPH* se hizo reaccionar 25
pl de muestra con 975 ul de DPPH* y las lecturas
se realizaron a 515 nm. Para la evaluacion del
radical ABTS* se hizo reaccionar 10 yl de muestra
con 990 ul de ABTS* y las lecturas se realizaron a
735 nm, los resultados para ambos radicales se
expresaron en ICso (ug/ml). Todos los resultados
fueron analizados mediante el modelo estadistico
Disefio Completo al Azar (DCA), sometidos al
programa estadistico SAS 9.0 y la prueba de Tukey
(p<0,05).

Resultados y discusion

Cuantificacion de pH y acidez

Los resultados en el zumo de lima dulce el pH fue

5,80 y acidez 0,15, en zumo de limon tahiti el pH
fue 2,39 y acidez 6,70 %, en el limoén rugoso el pH
fue de 2,13 y la acidez fue 7,08 % y en la mandarina
cleopatra el pH fue de 2,27 y la acidez de 7,79 %
de acido citrico respectivamente, podemos indicar
que todos los resultados presentan diferencia
estadistica significativa al cabo de los 20 dias de
andlisis, para el caso del pH este tiende a aumentar
en todos los casos a medida que pasa el tiempo
dandose un incremento de 15 % para la lima dulce,

7 % para el limén tahiti, 7 % para el limén rugoso y

11 % para la mandarina cleopatra, sin embargo la
acidez tuvo un comportamiento  inverso
observandose un decrecimiento de 40 % para la
lima dulce, 11 % para el limén tahiti, 13 % para el
limén rugoso y 13 % para la mandarina cleopatra,
al respecto en limon tahiti pH 2,51 y acidez de 4,9

%, lima dulce pH 5,55 y acidez 0,12 % (12)

encontrdndose dentro del rango, asimismo el
crecimiento anaerobio de levaduras en zumos de
frutas se caracterizan por la producciéon de CO:z y
alcohol etilico, originados por la fermentacién de los
azlcares, siendo capaces de degradar los acidos
organicos (elevando el pH) vy formando
acetaldehido (13).

Cuantificaciéon de sélidos solubles totales

En la Figura 1 se presenta el comportamiento de los
sélidos solubles totales de los diferentes citricos
almacenados a 5 °C, todos presentaron diferencia
estadistica significativa comparando los promedios
mediante la prueba de tukey (p<0,05) durante el
tiempo de almacenamiento. Para la lima dulce a
cero dias fue 6,80 + 0,01 Brix y a 20 dias 6,33 +
0,03 Brix; en el limén tahiti inicia con 6,20 + 0,01 a
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los 20 dias fue 5,93 + 0,03 Brix; para el limoén rugoso
inicia con 6,00 £ 0,01 y termina con 5,47 £ 0,03 y
para la mandarina cleopatra inicia con 6,50 £ 0,01 y
termina con 6,20 + 0,01.
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Figura 1. Comportamiento de los soélidos solubles
totales durante el almacenamiento de
los zumos citricos.

Como podemos apreciar en todos los resultados los
sélidos solubles totales a medida que pasa en
tiempo decae tal como vemos en la figura 1; 7,4
para lima dulce y 8,0 para limén tahiti (12). Asi
mismo una humedad relativa muy alta (95 %) de
forma permanente parece provocar un descenso
significativo en los grados Brix del zumo citrico
probablemente por colapso o necrosis celular (14).
El contenido de los soélidos solubles en frutas
citricas varia entre los cultivares y entre los grados
de madurez del fruto (15).

Cuantificacién de la vitamina C

Para la cuantificacion de vitamina C en los zumos
citricos fue necesario establecer una curva patron y
se realiz6 utilizando 4&cido ascorbico, las
concentraciones estuvieron comprendidas entre
0,01 a 0,05 mg/ml y se estableci6é una curva patron
de ajuste lineal tal como puede apreciarse en la
siguiente Figura 2.
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Figura 2: Comportamiento de la curva estandar de
acido ascorbico para cuantificacion de
vitamina C.
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En el cuadro 1 se presenta los resultados de la
cuantificaciéon de la vitamina C en el zumo de
diferentes citricos almacenados a 5 °C por 20 dias,
el contenido de vitamina C fue: lima dulce 50,2 *
0,9; limon tahiti 21,1 + 0,5; limoén rugoso 27,7 £ 0,2
y la mandarina cleopatra 16,1 + 0,4 mg.vit.C/100 ml
zumo, observandose un decrecimiento de la
vitamina C de 31 % para lima dulce, 44 % para el
limdn tahiti, 26 % para el limon rugoso y 47 % para
la mandarina cleopatra, en todos los resultados se
encontro6  diferencia  estadistica  significativa,
comparando los promedios mediante la prueba de
tukey (p<0,05)

Cuadro 1. Determinacion de la vitamina C durante
el almacenamiento de los zumos citricos
(mg.vit.C/100 ml)

Dia T1 T2 Ts T4
0 502+09* 21,1+05* 27,7+02% 16,1+0,42
4 48,4+08% 196+04% 261+0,8% 154+0,3%
8 455+0,9* 17,8+04 263+05® 133+0,6"
12 440+0,8° 157+0,9¢ 23,7+05% 98+0,7°
16 355+09¢ 149+05% 235+06* 95+0,3°
20 34,6+01% 122+06° 205%1,7° 8,6 +0,7°

Los valores representan (Promedio + SEM) datos provienen del
experimento (n=3) valores de la misma columna con
superindices diferentes son significativos (p < 0,05).

El contenido total de vitamina C es variable segun
la especie en limones esta entre 20 y 60, en limas
entre 15 y 45, y en mandarinas entre 15 y 60
mg/100ml  respectivamente (1), asimismo
observaron una disminucién en el contenido de
acido ascorbico de 75 a 62 mg/100g (17,33 %) en
mangos frescos almacenados a 5 °C por 9 dias
(16), el contenido de vitamina C en el limon es de
24,8 mg/100 ml de zumo (17) y para lima dulce
(Citrus limetta) 33,35 + 2,26 mg/100ml (18);
tiempos prolongados de almacenamiento
refrigerado favorecen la pérdida del contenido de
acido ascorbico en Ilimén, principalmente por
oxidaciébn del acido ascorbico hasta acido
dehidroascérbico (19), la oxidacion de la vitamina C
tiene lugar en presencia de oxigeno por la
ascorbinasa esto puede suceder incluso en
condiciones totalmente anaerdbicas e incluso
después de la inactivaciéon completa de la enzima,
esto indica que el &cido ascérbico se auto-oxida
lentamente (20).

Determinacién del Coeficiente de Inhibicién
(ICsp) radical (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil) DPPH*

El DPPH* es usualmente usado como un reactivo
para evaluar la captura de radicales libres y
determinar asi la actividad antioxidante, en el
cuadro 2 se presentan los resultados de la
determinacion y el comportamiento del coeficiente
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de inhibicién (ICso) de los diferentes zumos citricos
almacenados a 5 °C por 20 dias en refrigeracion, la
actividad antioxidante frente al radical DPPH* fue
para lima dulce 1Cs0 354 + 1,1; limén tahiti 457 + 0,4;
limén rugoso ICs0 420 + 0,6 y menor fue mandarina
cleopatra 1Cso 482 + 0,9 pug/ml respectivamente,
como podemos apreciar en el cuadro 2 existié un
decrecimiento del coeficiente de inhibicién de 31 %
para la lima dulce, 14 % para el limon tahiti, 14 %
para el limén rugoso y 15 % para la mandarina
cleopatra, ademas durante el tiempo de
almacenamiento existi6 diferencia estadistica
significativa (p< 0,05), comparando los promedios
mediante la prueba de tukey, en lima dulce se
encontré ICso 354 + 1,1 ug/ml, reportan en lima
dulce (Citrus limetta) 1Cs0 279,43 + 8,95 pg/ml (18),
ICs0 por el método del DPPH* para la naranja dulce
de 290 pg/ml y para la mandarina 800 pg/ml (21),
estas diferencias pueden ser por que otros
componentes distintos a la vitamina C son mas
importantes en la aportaciéon de las propiedades
antioxidantes al zumo (compuestos fendlicos) (22).
El acido ascorbico es un antioxidante soluble en
agua, mientras que algunos otros antioxidantes
pueden ser hidrofobo, incluyendo limonoides y
flavonoides (23). Asimismo la disponibilidad de la
vitamina C y su actividad antioxidante es reducida
significativamente durante el procesamiento y
almacenamiento de las frutas y hortalizas, por
accion de la temperatura, el oxigeno, la luz, la

presion, los iones metdlicos, los azlcares

reductores y el pH (3).

Cuadro 2. Determinacion del coeficiente de
inhibicion DPPH* durante el
almacenamiento de los zumos citricos

Dia T]_ T2 T3 T4
0 354+11 457 +04f 420 £ 0,60 482 + 0,9
4 390+0,6° 473 +0,5¢ 434+0,8° 495 +0,7¢
8 411+ 059 487 +0,6¢ 458 +0,8¢ 514 +1,8¢
12 432 +0,6° 493 +0,7° 469 +0,6° 525+ 0,6°
16 455+0,8° 513+120 476 +1,1° 541 + 0,50
20 467 0,72 524+ 0,62 481 +0,92 552 +1,32

Los valores representan (Promedio + SEM) datos provienen del
experimento (n=3) valores de la misma columna con
superindices diferentes son significativos (p < 0,05).

Determinacion del Coeficiente de Inhibicion
(ICs0) del radical 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolino — 6 acido sulfénico) ABTS %

En el cuadro 3 se presentan los resultados de la
determinacién y el comportamiento del coeficiente
de inhibicién (ICso) frente al radical ABTS* durante
el almacenamiento del zumo de diferentes citricos
almacenados a 5 °C por 20 dias.
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Cuadro 3. Determinaciéon del coeficiente de

inhibicién ABTS* durante el
almacenamiento de los zumaos citricos
Dia T T Ts T4
0 371+06 469 +0,5 432+0,77 513 +0,4f
4 396+04° 480+0,6° 459 +0,7° 531 +0,6°
8 422+0,79 493 +0,9¢ 476 +0,5¢ 545 +0,7¢
12 453 +04° 521+0.6° 484 +06° 558 *0,5°
16 465 +0,7° 540+0,6° 497 +0,7° 563 +0,8°
20 476+05* 564 +062 512 +0,6° 583 +0,72

Los valores representan (Promedio + SEM) datos provienen del
experimento (n=3) valores de la misma columna con
superindices diferentes son significativos (p < 0,05).

La capacidad antioxidante total de una muestra
viene determinada por interacciones sinérgicas
entre diferentes compuestos, asi como por el modo
de accién concreto de cada uno de ellos, por ello es
necesario combinar mas de un método para evaluar
de manera correcta la capacidad antioxidante de
una muestra, la actividad antioxidante frente al
radical ABTS* fue para lima dulce 1Cso 371 + 0,6;
limén tahiti 469 + 0,5; limén rugoso 432 + 0,7 y
mandarina cleopatra I1Cso 513 %= 0,4 pg/ml
respectivamente, mostrando un decrecimiento de la
actividad antioxidante de todos los zumos citricos
frente al radical ABTS* a lo largo del
almacenamiento, como podemos apreciar en el
cuadro 3, para la lima dulce pierde eficiencia en un
28 %, para el limén tahiti 20 %, para el limén rugoso
18 % y para la mandarina cleopatra 14 % existiendo
diferencia estadistica significativa (p< 0,05),
comparando los promedios mediante la prueba de
tukey. A los 90 dias de almacenamiento la
capacidad antioxidante disminuyo en un 28 % en
pulpa de camu camu tratada con ultrasonido
debido a la degradacion de los principales
componentes bioactivos (22), los citricos también
contienen cantidades considerables de &cidos
fendlicos y flavonoides (25). Los cambios en el
contenido de fitocompuestos pueden variar debido
a la maduracion, genotipo, condiciones climaticas y
almacenamiento del fruto (26).

Conclusiones

Durante el almacenamiento a 5 °C existe un
decrecimiento de la acidez y los so6lidos solubles
totales y un aumento del pH en el zumo de todos
los citricos en estudio. La actividad antioxidante
inicial frente al radical DPPH* fue para lima dulce
ICs0 354, limon tahiti 457, limoén rugoso ICso 420 y
mandarina cleopatra ICso0 482 pg/ml
respectivamente; la actividad antioxidante frente al
radical ABTS* fue para lima dulce ICso 371; limén
tahiti 469; limoén rugoso 432 y mandarina cleopatra
ICso 513 pg/ml respectivamente, mostrando un
decrecimiento de la actividad antioxidante de todos
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los zumos citricos frente al radical DPPH* y ABTS*
a lo largo del almacenamiento a 5 °C. El contendido
inicial de vitamina C fue: lima dulce 50,2; limon tahiti

21,1; limon rugoso 27,7 y la mandarina cleopatra

16,1 mg.vit.C/100 ml zumo, observandose un
decrecimiento de 31; 44; 26; 47 % respectivamente
de la vitamina C a lo largo del periodo de
almacenamientoa 5 °C en los zumos.
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