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ABSTRACT

Epidemiological studies have shown that consumption of fruits and vegetables are associated
with beneficial effects on human health including the reduction of coronary artery disease
(CAD) risk. Fruits and their juices contain phytochemicals that inhibit in vitro the low-density
lipoprotein (LDL) oxidation, a key process involved in the generation of arterial lessions. We
developed an study to examine the phenolics compound content of citrus juice cultivated in
the southwest of Antioquia, Colombia, its free radical scavenger activity and in vitro effect on
LDL oxidation. Five citrus varieties were analyzed: Citrus sinensis valencia, Citrus reticulata
clementina, Citrus reticulata oneco, Tangelo Orlando and Tangelo mineola. The results
showed that no correlation exists between phenolic compounds content and free radical
scavenger activity in the citrus juices analyzed. However a high inhibitory capacity of LDL
oxidation was found.

Key words: Citrus; phenolic compounds content; free radical scavenger activity; inhibition of
LDL oxidation.

RESUMEN

Estudios epidemiolégicos han demostrado que el consumo de frutas y vegetales se asocia con
efectos beneficiosos sobre la salud humana, incluyendo reduccién del riesgo de enfermedades
cardiovasculares (ECV). Las frutas y sus jugos contienen compuestos que inhiben la oxidacion
de Lipoproteinas de Baja Densidad (LDL), un proceso clave en el desarrollo de la lesion
arterial. Se ha desarrollado un estudio para determinar el contenido de compuestos fendlicos,
la actividad captadora de radicales libres y el efecto sobre la oxidacién de LDL, de jugos de
citricos cultivados en el suroeste de Antioquia (Colombia). Cinco variedades de citricos fueron
analizadas: Citrus sinensis valencia, Citrus reticulata clementina, Citrus reticulata oneco,
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Tangelo orlando, Tangelo mineola. Se demostré que en estos jugos no existe correlacion
entre el contenido de compuestos fendlicos y la actividad captadora de radicales libres
(ACRL), sin embargo, se encontré una alta capacidad para inhibir la oxidacion de LDL.

Palabras claves: citricos; actividad captadora de radicales libres; contenido de compuestos
fendlicos; inhibiciéon de la oxidacion de LDL.

INTRODUCCION

Del punto de vista nutricional los citricos son una buena fuente de vitamina C, un vaso de
jugo de naranja es suficiente para cubrir la ingesta diaria de esta vitamina, fijada en la Tabla
de Alimentos y Nutricién de la Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos en 75
mg/dia para mujeres y 90 mg/dia para hombres (1,2).

Otros metabolitos con actividad biolégica presentes en el género Citrus son los compuestos
fendlicos, los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza abarcando
aproximadamente 8.000 sustancias, divididas en 22 grupos con una estructura comudn
determinada por un anillo aroméatico unido al menos a un sustituyente hidroxilo (grupo fenol)
(3). Un grupo importante de compuestos fendlicos corresponde a los flavonoides, abundantes
en los citricos, entre ellos naringina, hesperidina, rutina y diosmina, los cuales estan
presentes en toronja, naranja, limén y mandarina, respectivamente. (4-7).

Muchos compuestos fendlicos actiian como antioxidantes primarios donando un atomo de
hidrégeno rapidamente a un radical lipidico, formando un nuevo radical (fenoxil) méas estable
que el primero, deteniendo asi la fase de propagacion de la oxidacién (8); sin embargo esta
capacidad estabilizadora de radicales libres esta determinada, no solo por la presencia de la
funcién fendlica, si no por una serie de hechos estructurales que favorecen el proceso, entre
ellos la presencia de grupos voluminosos donadores de electrones unidos a un anillo
resonante, lo que confiere mayor capacidad de estabilizacion del radical fenoxil y disminuciéon
de la energia del enlace O - H (9,10).

El desbalance entre agentes oxidantes y antioxidantes se ha implicado en la etiologia de
algunas patologias como la aterosclerosis y las enfermedades cardiovasculares asociadas
(isquemia, infarto agudo a miocardio, accidente cerebrovascular), las cuales ocupan el primer
lugar entre las causas de mortalidad en el mundo, por encima de las enfermedades
infecciosas, VIH/SIDA, neoplasias y diabetes (11).

Este enlace entre estrés oxidativo y aterosclerosis se generd de la evidencia soportada en la
«hipétesis de modificacion oxidativa de Lipoproteinas de Baja Densidad (LDL)>», segun la cual
la aterosclerosis es iniciada y promovida por la oxidacion de LDL, conduciendo a la
modificacion de la Apolipoproteina B, lo que conlleva a que la particula de LDL sea reconocida
por receptores «scavenger» del macréfago, produciendo células espumosas cargadas de
colesterol, origen de la placa ateromatosa. Estas modificaciones oxidativas en la ApoB,
encontradas en lesiones in vivo y generadas in vitro, pueden ser evidenciadas mediante
cambios fisicoquimicos e inmunoldgicos, tales como un aumento en la electronegatividad y
mayor reactividad frente a anticuerpos monoclonales (Anti LDLox). (12-15).
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El objetivo del presente estudio es evidenciar en jugos de citricos, la relacién existente entre
el contenido de compuestos fendlicos, la actividad captadora de radicales libres y la
capacidad para proteger la LDL del dafio oxidativo.

MATERIALES Y METODO

Reactivos

El DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), Sudan Black B, Agarosa Tipo Il, Buffer barbital
sodico, Acido galico, fueron adquiridos de Sigma Chemical Co, Daflon® lote 4H2319 fue
adquirido de EuroEtika, Kit Rapido para cuantificacion de proteinas se obtuvo de Fluka y agua
ultrapura (19y) fue suministrada por un sistema Milli-Q Water system, Millipore Inc.

Material vegetal

Naranja (Citrus sinenesis) de la variedad valencia., Mandarina (Citrus reticulata) de las
variedades oneco y clementina e hibridos Tangelo orlando y Tangelo mineola, categoria extra
(16), fueron recolectadas de una extension de 250 Ha cultivadas, comprendidas entre los 700
- 1300 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m), con una pluviosidad promedio de 2200
mm3/afo, luminosidad de 1900 horas y humedad relativa de 75-76%, ubicada en la
Hacienda La Cristalina del municipio de Tamesis (Antioquia).

Un Muestreo Aleatorio Estratificado Simple (MAES) fue aplicado a los embalajes que
contenian frutos categoria extra y fueron obtenidas 10 unidades muestrales de cada
variedad, lo cual constituye la muestra piloto (17).

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
Obtencidén del jugo

Los 10 frutos de cada variedad fueron procesados individualmente bajo un Procedimiento
Operativo Estandar. El jugo fue obtenido del endocarpio en un mezclador de alimentos
convencional (Philips mix), fue filtrado a través de gasa estéril y papel de filtro Watman N°
501 y almacenado a 4°C en frascos vidrio &mbar con atmoésfera de N2 para prevenir cambios
oxidativos. Al momento del ensayo una alicuota de 1,0 ml de jugo fue centrifugada a 9 000
rpm durante 10 minutos. EI mismo procedimiento fue aplicado a 0,5 ml de jugo y 0,5 ml de
DMSO, con el fin de evaluar en el ensayo de oxidacién de LDL la extraccion diferencial de
compuestos activos por este solvente.

Diluciones 1/25 (para el andlisis de ACRL) y 1/10 (para contenido de compuestos fenélicos)
fueron preparadas como soluciones de trabajo.

Actividad captadora de radicales libres (ACRL)

Las determinaciones de la ACRL se realizaron segun el método aplicado por Williams y
colaboradores (18). Las diluciones de los jugos (1/25) fueron mezcladas en proporcion 1:2
(v/v) con una solucién metandlica de DPPH (5.07x10°M). La absorbancia a 517 nm fue
determinada exactamente cinco minutos después de iniciada la reaccion y la decoloraciéon fue
comparada con una soluciéon que contenia la misma proporcién 1:2 (v/v) de agua desionizada
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y DPPH. Una solucién de jugo y agua desionizada en la misma proporcién 1:2 (v/v) sirvié
como blanco de la muestra para corregir su color.

Se realizaron cuatro mediciones de cada uno de los jugos y se aseguré que la variabilidad
entre ellas no superard el 10%. Los resultados fueron expresados como porcentaje de
decoloracion de DPPH utilizando la siguiente expresion:

Am—Abm]*mﬂ

DPFH

2sDecoloracion DPPH =[] -

Donde Am es la absorbancia de la mezcla de reaccion (DPPH + jugo), Abm la del blanco de
muestra (jugo + agua) y Apppy la absorbancia de la solucién de DPPH.

Adicionalmente la actividad captadora de radicales libres del jugo con mayor actividad fue
comparado con una solucion de 1,0 mg/ml de una mezcla micronizada de bioflavonoides
citricos que contiene 90% de diosmina y 10% de hesperidina (forma comercial Daflon® 500
mg), la cual es utilizada como potente farmaco fleboténico para el tratamiento de la
insuficiencia venosa cronica (19).

Contenido de compuestos fenolicos

Los compuestos fenodlicos se determinaron con algunas modificaciones al método propuesto
por Folin-Ciocalteu y descrito recientemente por Singleton (20). 750 uL de agua ultrapura
fueron mezclados con 100 uL de muestra, 100 pL de una solucién de carbonato de sodio 20%
y 50 pL del reactivo de Folin Ciocalteau 2N, llevando a agitador mecanico luego de cada
adicion. La mezcla fue protegida de la luz durante 60 minutos a temperatura ambiente,
transcurrido el tiempo se registré la absorbancia a 760 nm en un espectrofotometro UV-Vis
Genesys2.

Los resultados fueron expresados como Equivalentes de Acido Galico (GAE) (mg equivalentes
de acido galico por cada ml de jugo), para lo cual se prepardé una curva de calibraciéon con
acido galico (10-100 ug/mil).

Inhibicién de la oxidacién de LDL

Aislamiento de LDL: La fraccion de LDL se aislé por ultracentrifugacion, aplicando gradiente
discontinuo de densidad en un equipo Beckman XL-100, rotor SW-55Ti y tubos ultraclear 5
ml (21,22).

50 ml de plasma se obtuvieron de voluntarios sanos, no fumadores (20-25 afios), por
centrifugacion a 2500 rpm y 4°C con citrato de sodio como anticoagulante (10,6 umol citrato
de sodio/ml de sangre). La fraccion Quilomicrones-VLDL se obtuvo adicionando 1,6 ml de
NaCl (1006 g/ml) sobre 3,2 ml de plasma y centrifugando a 49500 rpm a 5 ©C por un periodo
de 12 horas con desaceleracion lenta. Se retird la fraccidon superior (1,6 ml), se adicion6 1,6
ml de KBr (1,18g/ml) y se centrifugo nuevamente durante un periodo de 18 horas. SDS-
PAGE fue usada para confirmar la pureza de las fracciones colectadas (Quilomicrones, VLDL,
LDL, y HDL). La fraccién proteica de LDL fue cuantificada por el ensayo estandar para
espectrofotometria del Protein Quantification Kit-Rapid de Fluka, ajustando a 350 pg/ml. 80
ML de esta solucién fueron preincubados con 10 pL de jugo durante 15 minutos, la oxidacion
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se inicidé con la adicién de 10 pyL de una solucién CuSO, (100 pM) y calentamiento a 37°C
durante 15 horas. La oxidacion fue detenida por la adicibn de 5 pyL de una soluciéon 1% de
EDTA y enfriamiento en un bafio de hielo por 15 minutos.

El dafio de la fraccion proteica (Apo B 100) fue evaluado por electroforesis en gel de agarosa
(0,8%) en buffer barbital 0.05 M, pH 8,6, 100 V por 2 horas y revelado con sudan black B.
Las distancias relativas fueron medidas utilizando el programa analizador de imagenes
ImageJ V. 1.34S del National Institutes of Health - NIH. Los resultados se expresan como
porcentaje de inhibicién de la movilidad electroforética.

Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados se utilizé el paquete estadistico GraphPad Prism® Version
4.00 para Windows, (GraphPad software, Inc, San Diego CA 2003). Se realizé6 una ANOVA,
aplicando el test de comparaciones multiples de Newman Keuls, valores p>0,05 fueron
considerados no significantes (n.s), valores p<0,05 significantes (*), valores p<O0,01
altamente significantes (**) y valores p<0,001 fuertemente significantes (***). Un andlisis
de correlacion de variables fue efectuado y se calcularon los coeficientes de pearson (rp) y de
determinacion (r?).

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad captadora de radicales libres

La ACRL varié ampliamente en los jugos analizados (% decoloracién DPPH entre 26,35 -
96,75%), se observaron diferencias significativas entre algunas variedades y dentro de ellas.
En la figura 1 se muestran los resultados de la ACRL, especificamente se observan diferencias
entre variedades de la misma especie, como en el caso de mandarina oneco y mandarina
clementina (*** p<0,001) y entre tangelo mineola y tangelo orlando (* p<0,05). Las
diferencias dentro de las variedades estan representadas por el error estandar (EE), una
medida de dispersion correspondiente a las mediciones de las 10 unidades muestrales de
cada variedad, en general las diferencias intra-variedad fueron amplias en el caso de la
mandarina oneco (EE= 5.788) y disminuyeron para la mandarina clementina (EE= 2.485).

La mandarina clementina presenté el mayor efecto estabilizador de radicales libres, y por lo
tanto se realiz6 una comparaciéon cinética con el Daflon® 500 mg. La modelacion cinética
presenté una mejor descripcién a partir de una ecuacion de velocidad de primer orden. La
constante de velocidad de reacciéon (K) (mmol DPPH estabilizado/segundo) fue calculada y se
observa en la figura 2 que una dilucién 1/25 (v/v) del jugo de mandarina clementina es
alrededor de 55 veces mas rapido que el Daflon® para estabilizar radicales libres. (Kpafioneo=
0,001427 #+ 2,312 x 10, Kgementina= 0,07934 #+ 3,165 x 107°).
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FIGURA 1
Actividad Captadora de Radicales Libres de jugos de citricos.

. Comparagidn
Gneco ve Clemanting
Qnese ve Srlande
DOaeco va Valonsis
Cnace ve Mnaoks
Wingols ve Clomanting
Winegis vs Qrlando
Mmeoia vs Valencia
Watemcia ve Clemenling
Valencia vs Orissde
Qilando v Clamesing

Ll

_Ganilicancin
4

LT LR R T

:

S0 pL de muesira fueron adicionados a 1.0 ml de solucidn metandhca de DPPH, ¢l porcentaje de decoloracicn del radical liboe o<
direciamente proporcional a la actividad amirsdicalaria de la muestra. Los resulizdos se muestran como media + Error Esténdar (EE) (n=10)

FIGURA 2

Estudio cinético de |a estabilizacidn del radical libre DPPH, comparaciin entre la velocidad de
reaccidn del jugo de mandarina clementina (1/25) y Daflon® (lmg/mL).

s Clementina {1/25 (wv))
= Dafidn (1mgimlL)

o, -
0ooooau¢ﬂ¢ﬂu
e N N D O AR SAO S S S
-
' 1000 2000 3000 4000 5000
Tiempo (s]

KDa

= 0,001427 2 2312 x 107, K = 007934 £ 3,165 x 107,



Revista Chilena de Nutricion

ISSN Impreso: 0716-1549

Numero 3, Volumen 33, diciembre 2006

Sociedad Chilena de Nutricién, Bromatologia y Toxicologia, Chile.

FIGURA 3

Determinacion del contenido de compuestos fendlicos en jugos de citricos
utilizando el método Folin-Ciocalteau,
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FIGURA 4

Movilidad electroforética de LDL sobre gel de agarosa 0,8% en buffer barbital 0,05 M,
pH 8.6, revelado con sudan black B.

[as bandas cormesponden a0 (LDL én condiciones nativas), C+ (Control positiva), 1 (Mandarina clementina en agua), 2 {Mandarina
clementing en DIVISO, 3 [Tangelo orlando en agua), 4 (Tangelo orlando en DMSO), 8 (Valencia en agual, b {Valencia en DMSO)
7 {Tungelo mineola en agual, 8 (Tangelo mineola en DMSO), 9 (mandarina oncco en agua). 10 {mandarina encoo en DMSO).

Contenido de compuestos fenodlicos

En la figura 3 se muestra que de las variedades analizadas, Tangelo orlando presenta el
mayor contenido de compuestos fendlicos (178,4 GAE/mL) y que por su parte la mandarina
clementina tiene el menor contenido (98,77 GSE/mL); lo cual indica que no necesariamente
un mayor contenido de compuestos fendlicos determinara una alta ACRL. Efectivamente la
correlacion de variables entre ACRL y contenido de compuestos fendlicos demostré que no
existe una correlacion significativa entre ellas (r,=0,2420, r’=0,05856, p = 0,1180)

Inhibicion de la oxidacion de LDL

El estudio demostré que los jugos de citricos inhiben in vitro el dafio oxidativo causado a la
ApoB por productos de la descomposicion oxidativa de lipidos, tales como malondialdehido,
4-hidroxinonenal y residuos de fosfolipidos oxidados que contienen terminaciones aldehidicas,
los cuales pueden reaccionar con los grupos e-amino residuos de lisina de la ApoB, formando
bases de Schiff e incrementando la carga negativa de la LDL (23) (Figura 4).

Se observd que no existen diferencias en la actividad inhibidora de la oxidaciéon de LDL en
muestras preparadas en agua o DMSO, lo que implica que la extraccion de compuestos
activos en los jugos analizados no requiere de la utilizacion de otros solventes de mayor
polaridad diferentes al medio acuoso.

La correlacién entre contenido de compuestos fendlicos, ACRL y capacidad para inhibir la
oxidacién de LDL en los jugos de citricos evaluados, demuestra que un mayor contenido de
compuestos fendlicos no esta necesariamente relacionado con un aumento en la actividad
inhibidora de la oxidacion de LDL (r,= 0,08821, r’= 0,007781) y por el contrario la ACRL
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muestra una relacion directa con respecto a la inhibicion de oxidacion de LDL (r,= 0,9899,
r’= 0,9799), siendo el jugo de mandarina clementina el mas activo para estabilizar radicales
libres e inhibir oxidacién de LDL (Tabla 1).

CONCLUSIONES

Es obvio que el contenido de compuestos fendlicos determinado por el método de Folin -
Ciocalteau no entrega un criterio completo acerca de la calidad e identidad de los
constituyentes fendlicos de una muestra (20).

Como se observé claramente en este estudio la actividad antioxidante, medida como la
capacidad para inhibir la oxidacion de LDL, no se encuentra necesariamente correlacionada
con el contenido de compuestos fendlicos, lo que obliga a reevaluar la utilizacion de este
ultimo como parametro predictivo de actividad antioxidante en futuros estudios.

Con base en este trabajo, se muestra que el jugo de mandarina clementina es una potencial
fuente de compuestos con actividad antioxidante, sin embargo es importante centrar la
atenciéon en estudios posteriores que permitan conocer mas acerca del contenido de
metabolitos y su potencial actividad antiaterogénica, puesto que dadas las apreciadas
caracteristicas (citricos de buen sabor, facil pelado y ausencia de semillas), este tipo de
frutas son valoradas en el mercado internacional y pese a su mayor precio, cuentan con
mayores posibilidades de desarrollo, de hecho registra los precios promedio mas altos en el
mercado norteamericano ubicadndose en 2,02 US$/Kg entre 1997 y el 2001 (24).

TABLA 1

Actividad Captadora de Radicales Libres, Contenido de Compuestos Fendlicos e Inhibicién
de la Oxidacion de LDL de jugos de citricos (Media = Error Estindar).

Variedad DPPH

Compuestos fendlicos LDL
{ % Inhibicion Movilidad
Electroforética)

{ %o Decoloracidn) (GAE/mL)

Clementina

90,07 £ 2 48

08,77 + 4,82

83.30£0,03

Oneco

3424579

121,0 £ 4,53

31,26 +£0,01

Mineola

63.77 £3.60

116,2% 4,85

79,75 £ 0,69

Orlandao

T8.81 £12.66

1784 £ 8,85

FLIS 0,18

Walencia

7039 £ 2,86

128.7 4+ 8.10

75,70x0,03

Actualmente se han adelantado estudios que confirman el efecto antioxidante de estos jugos
en sistemas ex vivo, caracterizan completamente los metabolitos presentes y comprueban el
efecto antiaterogénico sobre modelos animales o incluso en humanos, como ya han mostrado
algunos estudios nutricionales adelantados con otras frutas (25).

Se requieren estudios adicionales para evaluar el efecto de las amplias variaciones inter e
intravariedad y establecer si son debidas a condiciones agroecoldgicas de cultivo y
recoleccidon no controladas en este estudio o si por el contrario se deben a la heterogeneidad
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misma de los cultivos, lo cual permitiria la seleccidon de especimenes con mayor produccion
de antioxidantes, influyendo directamente sobre la calidad nutricional de las frutas y sus
derivados.
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