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RESUMEN

Investigaciones anteriores han determinado un contenido alto de compuestos
antioxidantes en V. floribundum. El presente estudio tiene la finalidad de determinar
la actividad antioxidante de esta fruta luego de ser sometida a coccidon en agua a
diferentes condiciones de tiempo y temperatura. EL mortifio triturado fue sometido a
soluciones de etanol y acetona conjuntamente con centrifugacion para obtener un
extracto rico en antioxidantes. La cuantificacion de estos compuestos se realizd
aplicando el método TEAC y partiendo de la decoloracion del radical ABTS propuesto
por Re et al en 1999. Las lecturas espectrofotométricas se midieron a 734 nm. Los
resultados obtenidos mostraron un aumento de hasta el 22% de la actividad
antioxidante comparada con la muestra fresca. El analisis de varianza (ANOVA)
determind que los tratamientos de coccidn, el tiempo y la temperatura, asi como su
interaccion influyen significativamente en la actividad antioxidante de V. floribundum
(P<0.01). Mediante la prueba de Tukey se defini6 que los mejores tratamientos
fueron 15 min at 90°C, 15 min at 70°C y 30 min at 70°C, por presentar mayores
incrementos de la actividad antioxidante.

Palabras clave: Vaccinium floribundum, actividad antioxidante, tratamiento térmico
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ABSTRACT

The present study is intended to evaluate the effect of cooking at different
temperatures and times on the antioxidant activity of V. floribundum. A solvent
extraction with acetone and ethanol together with centrifugation were used to isolate
the antioxidants previous their quantification with spectrophotometric measurements
at 734 nm. Results from ANOVA showed that the cooking treatments, the time, the
temperature and the interaction between time and temperature were statistically
significant on the antioxidant activity of V. floribundum (P < 0.01). Tukey test showed
that the best cooking treatments were 90°C for 15 min, 70°C for 15 min and 70°C for
30 min. Those treatments showed the highest increase of antioxidant activity as an
effect of the interaction between the time and the temperature.

Key words: Vaccinium floribundum, antioxidant activity, thermal treatment
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1. INTRODUCCION

El mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) es una fruta de la familia de las Ericaceas
gue crece en forma silvestre en los paramos o zonas humedas de las montafias de
Ecuador y Colombia, entre 1400 y 4350 metros de altura sobre el nivel del mar
(Torres, Trujillo y Arahana, 2010). Es un arbusto pequefio que excepcionalmente
puede alcanzar 1.5 m de altura. La fruta es una baya esférica azul de menos de 1cm
de diametro (Torres, Trujillo y Arahana, 2010). El fruto de madurez 6ptima varia entre
los 5y 8 mm de didmetro, es carnoso, de piel lisa y a veces cuenta con una cubierta

cerosa (Sanjinés, Ollgaard y Balslev, 2006; Aguilar, Hidalgo y Ulloa, 2009).

No se conoce que existan cultivos comerciales de mortifio. En las zonas altas se
pueden observar matas o arbustos de montafia donde la fruta crece de manera
silvestre (Sanjinés, Ollgaard y Balslev, 2006). En el Ecuador, el mortifio crece en las
provincias del Carchi, Pichincha y Cotopaxi, siendo estas las principales localidades
de la Sierra ecuatoriana en proveer este fruto silvestre (Vasco, 2009). El mortifio de
los Andes no es muy diferente del blueberry nativo de Norte América y por eso la
fruta estd siendo promocionada a nivel internacional como Andean blueberry
(Sanjinés, Ollgaard y Balslev, 2006), gracias a sus caracteristicas funcionales
derivadas de su contenido de antioxidantes que inciden positivamente en organismo
humano (Wang, Cao y Prior, 1996; Garcia et al., 2002; Mazza, 2000; Yang et al.,
2000; Nakane y Ono, 1990; Middleton, Kandaswami y Theoharides 2000; Knekt et

al., 2002; Wang et al., 1999; Arts, 2007; Ciz et al., 2010).



El mortifio es una fruta andina de la cual se han desarrollado pocas aplicaciones para
el consumo habitual de las personas (Jiménez-Monreal et al., 2009), por lo que existe
una gran gama de productos a explotar. En el Ecuador el consumo de mortifio se
limita a los meses de octubre y noviembre cuando se prepara una bebida tradicional

llamada colada morada por las festividades del dia de los difuntos.

Estudios anteriores han determinado que el mortifio en estado fresco tiene una alta
actividad antioxidante (1200mgTrolox/100g de acuerdo a Vasco et al., 2009). Hasta
el momento no se han realizado estudios sobre la actividad antioxidante de esta fruta
después de haber sido sometida a procesamiento térmico. Tanto la temperatura
como el tiempo de coccién pueden afectar las propiedades antioxidantes de las
frutas y verduras, ya sea aumentando o disminuyendo esta actividad (Jiménez-
Monreal et al., 2009). Hasta la fecha, se ha investigado poco acerca de este fruto
andino pero sus propiedades de alto interés la convierten en una especie importante
para el desarrollo no s6lo a nivel agricola sino también a nivel industrial (Torres,

Trujillo y Arahana, 2010).

El presente estudio tiene como propdsito evaluar la actividad antioxidante del mortifio
sometido a proceso de coccion en agua a diferentes tiempos y temperaturas y a
continuacion establecer el mejor tratamiento por coccidn que permita obtener la

mayor estabilidad de la actividad antioxidante de la fruta.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Quimicosy estandares

ABTS (&cido 2-2’azinobis (6-sulfonato-3-etilbenzotiazolina)), y Trolox (acido 6-hidroxi-
2, 5, 7, 8-tetrametil-croman-2-carboxilico) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO. Se trabaj6é con persulfato de potasio, metanol, etanol y acetona grado

analitico. Para todos los andlisis se emple6 agua bidestilada.

2.2. Preparaciéon de la muestra

Las bayas de mortifio maduro (1.0 kg, 10.3°Brix) fueron adquiridas entre los meses
de octubre y febrero en cuatro mercados diferentes de la ciudad de Quito. Las bayas
maduras se seleccionaron de acuerdo a su acidez (% de acidez en acido citrico
1.44). El mortifio fue limpiado (remocién de tallos y hojas propias de la planta),
lavado y separado en 10 fracciones con un peso aproximado de 100g cada porcion.
Las bayas fueron colocadas en envases plasticos envueltos en papel aluminio, y

posteriormente congeladas a -18°C hasta su utilizacion.
2.3. Tratamiento térmico

Se utilizo una fraccion de bayas de mortiio para cada tratamiento. Se peso
aproximadamente 10 gramos de bayas, se adicionaron 50 gramos de agua con el fin
de obtener una relacion sélido:agua de 1:5. La mezcla se sometid a calentamiento a

temperaturas de 70 y 90°C por 15, 30 y 45 minutos mediante el empleo de un bafio



de agua. Las bayas de mortifio fueron colocadas en el agua una vez que se alcanzé

la temperatura adecuada para cada tratamiento.

Para el tratamiento térmico a 110°C, se utiliz6 un autoclave (Model No. 1915X, USA).

Los tiempos de coccion fueron de 15, 30 y 45 minutos.
2.4. Obtencion de los extractos

La obtencién de los extractos parte de la accion de triturar el mortifio cocido
(tratamientos) o del mortifio crudo (control). Se pesan 2g de mortifio triturado en un
vaso de precipitacion y se afiade poco a poco 20mL de una solucion metanol-agua
(50:50 v/v) (Vasco et al., 2009; Prior, Wu y Schaich, 2005), homogenizando la mezcla
con agitacion constante por media hora. Posteriormente, la mezcla se centrifug6 a
2000 x g (centrifuga Thermo IEC Centra GP8, USA) por 15 minutos, recuperandose
el primer sobrenadante. Al precipitado de la centrifugacion se le agregdé 20mL de
acetona al 99% con agua (70:30 v/v) (Vasco et al., 2009; Santos-Buelga y
Williamson, 2003). La mezcla se agitdé durante media hora. Posteriormente se
centrifugd nuevamente por 15 minutos y se recuperé el segundo sobrenadante. El
extracto final esta constituido por la mezcla de los dos sobrenadantes obtenidos en
ambos procesos de centrifugacion. Este extracto se llevo a un balén de 50mL y se
afor60 con agua destilada. Este procedimiento se ejecutd por triplicado, para cada

tratamiento.



2.5. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante fue medida en el extracto de las muestras de mortiio como
compuestos fendlicos totales por medio del ensayo TEAC (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) a partir de la decoloracién del radical ABTS propuesto por Re
et al.,, 1999. La actividad antioxidante fue expresada finalmente como equivalentes

Trolox (mg Trolox/g muestra).

2.6. Generacion del radical ABTS*+ y construccion de la curva de

calibracién con el estandar Trolox

Se preparo el radical ABTS++ mediante la reaccion acuosa de persulfato de potasio
2,45mM y ABTS 7mM en un balén de vidrio. Se cubrié el balén con papel aluminio y
se dejo reposar en la oscuridad por 16 horas a temperatura ambiente de 20°C (Re et
al., 1999; Vasco 2009; Bompadre et al., 2004). Esta solucién de ABTSe+ es calibrada
con etanol antes de su utilizacion en la cuantificacion de la actividad antioxidante.
Para esto, se debe diluyé la solucién de radical ABTS<+ con etanol hasta obtener una
absorbancia de 0.70 (+ 0.02) a 734nm equilibrada a una temperatura de 30°C (se

utilizé espectrofotbmetro modelo Thermo Spectronic Genesys 10uv, USA).

Para la construccion de la curva de calibracion se colocé en la celda 1mL de la
solucion de radical ABTSe+ calibrada, se registr6 la absorbancia, y después se
afadio a la celda 10uL de cinco soluciones preparadas del estandar Trolox. Se tomo

la lectura de absorbancia que arrojo el espectrofotometro (absorbancia final de cada



una de las cinco mediciones) a 734 nm. La absorbancia se mide frente a un blanco

de etanol.
2.7. Evaluacion de la actividad antioxidante

Para la muestra control (mortifio crudo) y para los diferentes tratamientos (mortifio
cocido), se reemplazé los 10uL de la solucién de Trolox por la alicuota obtenida de
los extractos de cada tratamiento. Aqui, la absorbancia inicial sera tomada al tiempo
cero (0 segundos). La absorbancia final es leida a los 6 minutos de haber

incorporado los 10 pL de la alicuota de cada tratamiento.
2.8. Disefo experimental y Analisis estadistico

Los tratamientos fueron dispuestos en el disefio de bloques completamente al azar
(DBCA) con arreglo factorial de 3? + 1 correspondiente a la combinacién de 2
factores con 3 niveles cada uno, mas un control. Se realizaron tres repeticiones de
cada tratamiento. Los niveles y sus respectivos factores fueron:
Factor A Tiempo (minutos)
Niveles del Factor A: 15, 30 y 45 minutos
Factor B Temperatura (C°)
Niveles del Factor B: 70, 90 y 110°C
La variable de respuesta analizada fue la actividad antioxidante.
Para el analisis estadistico se utilizo el programa MiniTab version 15. Para encontrar

diferencias significativas se uso el analisis de varianza (ANOVA) y finalmente, como



test de separacion de medias se utilizo la prueba de Tukey con nivel de confianza de

99%.

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Utilizando el método TEAC mediante el ensayo de decoloracion del radical ABTS
propuesto por Re et al. (1999); se determiné que la actividad antioxidante del control
(muestra fresca, sin tratamiento térmico) es de 1200.526+14.271mgTrolox/100g fruta
fresca. Este resultado es similar a lo reportado en estudios anteriores que declaran
una actividad antioxidante de 1203+93mgTrolox/100g fruta fresca (Vasco et al.,

2009).

En la Tabla 1. se presenta el resultado de la actividad antioxidante del mortifio y el
porcentaje de variacion de cada uno de los tratamientos con relacion a la muestra
fresca. Se evidencié un aumento en actividad antioxidante después de someter el
mortifio a los tratamientos de coccion, siendo los mayores incrementos en los
tratamientos de 90°C por 15 minutos, 70°C por 15 minutos, y 70°C por 30 minutos,
con porcentajes de 22.097%, 21.856% Yy 18.61% respectivamente. El incremento de
la actividad antioxidante puede relacionarse con la ruptura de la membrana celular y
la inactivacion enzimatica, entre otras (Morales y Babel, 2002; Jiménez-Monreal et
al., 2009; Dewanto et al., 2002; Prior et al., 1998). Sin embargo, desde el punto
bibliografico no esta claro como cada uno de estos factores influencia el incremento
de actividad antioxidante. (Yamaguchi et al., 2001). De acuerdo a Oliveira et al.

(2010), la degradacion térmica de las antocianinas puede resultar en la formacion de



compuestos derivados que también presentan propiedades antioxidantes. Howard et
al., (2010) reportaron que la actividad antioxidante puede verse afectada por las
temperaturas de almacenamiento posterior al tratamiento de coccion, siendo la
congelacion o refrigeracion las mejores condiciones para conservar la actividad

antioxidante de la fruta.

Se evidencié una disminucion no significativa de la actividad antioxidante frente al
control en los tratamientos de 45 minutos a 70°C y 15 minutos a 110°C, con
porcentajes de -1.093% y -3.611% respectivamente. La disminucion de la actividad

antioxidante puede darse por una degradacion de las antocianinas del mortifio.

En la Tabla 2. se presenta el resumen del analisis de varianza (ANOVA) de la
actividad antioxidante del mortifio sometido a los diferentes tratamientos térmicos (P
<0.01). Se evidencié que no existe diferencia significativa entre los bloques. Esto
indica que las repeticiones realizadas fueron precisas; los datos obtenidos fueron
reproducibles. Se determind que existe diferencia significativa entre los tratamientos
evaluados. El tiempo y la temperatura afectan la actividad antioxidante de los
tratamientos, y su interaccion también influye en la actividad antioxidante de los
diferentes tratamientos de coccién del mortifio, con P < 0.01. Existi6 una variacion
significativa en la actividad antioxidante del mortifio y para este estudio, la variacion
esta dada por la coccion en agua a diferentes tiempos y temperaturas, evidenciando

asi también la influencia de los tratamientos.
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La Tabla 3. presenta los resultados del test de medias de Tukey. Se encontré que
existen diferencias significativas entre los tratamientos térmicos respecto a la
actividad antioxidante. Con este antecedente, los mejores tratamientos fueron T2 (15
min - 90°C), T3 (15 min - 70°C) y T5 (30 min - 70°C). Estos tratamientos tuvieron la
mayor actividad antioxidante (1465.81mgTrolox/100g, 1462.92mgTrolox/100g,
1423.94mgTrolox/100g de muestra respectivamente), y adicionalmente, fueron

estadisticamente iguales.

El estudio reporté también que a temperaturas superiores a ebullicion, el tratamiento

que ofrece una mayor actividad antioxidante es T7 (30 min - 110°C).

En investigaciones anteriores se ha evidenciado que ningun método refleja
verdaderamente la actividad antioxidante total para una muestra en particular pues el
meétodo no sélo debe asegurar la determinacion de esta variable en los compuestos
lipofilicos e hidrofilicos sino que para evaluar la actividad fisiolégica de estos
compuestos el método también debe abarcar los mecanismos de reaccion por
transferencia de atomos de hidrégeno y por transferencia de electrones (Prior, Wu y
Schaich, 2005). Asimismo, Espin et al., (2007) declaran que los efectos de la
actividad antioxidante determinada in vitro no puede ser directamente extrapolada a
estudios in vivo. Es por esta razén que la determinacion de la actividad antioxidante
esta siendo aplicada inicialmente en la evaluacién de la interaccion entre alimentos y
extractos, con las especies reactivas de oxigeno, o en la investigacion de posibles

fuentes de antioxidantes para incluirse en productos alimenticios o aplicaciones
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futuras en la salud (Pérez- Jiménez et al., 2008; Espin et al., 2007; Prior, Wu y

Schaich, 2005).

4. CONCLUSIONES

El estudio evalud la actividad antioxidante del mortifio. En la fruta fresca los
resultados son muy similares a los que se han reportado en investigaciones
anteriores, validando de esta manera la correcta ejecucion del método. La actividad
antioxidante determinada en los tratamientos sugiere en general que la estabilidad de
esta variable se ve influenciada positivamente por el tiempo y la temperatura de
coccion en agua de la fruta. Comparado con lo determinado en el control, este
estudio demuestra que la actividad antioxidante del mortifio es diferente y se
incrementa por la coccidén en agua a diferentes condiciones de tiempo y temperatura.
La actividad antioxidante aumenta y que los mejores tratamientos para que se de un
incremento significativo son 15 min a 70°C (T2), 15 min a 90°C (T3) y 30 min a 70°C
(T5). Considerando gque estos tratamientos son estadisticamente iguales, T3 (15 min-
70°C) es el mejor tratamiento por ser el que permite un manejo mas eficiente de
recursos y que puede reproducirse mejor por las condiciones poco exigentes que
demanda este tratamiento. Los tratamientos térmicos a temperaturas superiores a
las de ebullicion en general aseguran una estabilidad de la actividad antioxidante del
mortifio, en comparacién con la capacidad antioxidante determinada en el

tratamiento control (muestra fresca).
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Por ultimo, los resultados obtenidos en este estudio no indican una biodisponibilidad
de los compuestos antioxidantes del mortifio y los efectos de éstos en el organismo.
La actividad antioxidante determinada solo es indicativa de la estabilidad de las
propiedades antioxidantes de los compuestos fendlicos y no fendlicos del mortifio
durante la coccion. Pese a esto, el conocimiento generado en esta investigacion sera
de soporte para futuras investigaciones relacionadas directamente con los beneficios

de la fruta.
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5.2. ANEXOS

Tabla 1. Resultados de la Actividad Antioxidante del mortifio y su porcentaje de
variacion (muestras sometidas a coccidén en agua vs. muestra fresca)

Actividad Antioxidante (mg Trolox/100g fruta)

Temperatura
Tiempo 70°C % 90°C % 110°C %
, 1462.917+2.243 1465.809+£12.252 1157.172+29.221
15 min (T2) 21.856 (T3) 22.097 (T4) -3.611
, 1423.938+9.164 1284.351+19.437 1309.315+2.585
30 min (T5) 18.61 (T6) 6.982 (T7) 9.062
, 1187.399+14.637 1242.232+10.109 1272.489+6.613
45 min (T8) -1.093 (T9) 3.474 (T10) 5.994
Control (muestra cruda) 1200'5(2.?11314'271

Tabla 2. Resumen del analisis de varianza (ANOVA) de la actividad antioxidante de
los tratamientos.

Ft
FV gl SC CM Fc 0,01
Total 29 354455.756
Blogues 2 21.829 10.915 0.048"S 6.01
Tratamientos 9 350373.164 38930.352 172.565** 3.60
tiempo (t) 2 83826.110 41913.055 185.787** 6.01
2
4

Temperatura (T) 61110.980 30555.490 135.442* 6.01
Interacciont x T 172043.360 43010.840 190.653** 4.58

Interaccion
Tratamientos x control 1 33392.719 33392.719 148.019** 8.28
Error Experimental 18 4060.763 225.598 --

**Significativo al 1% de probabilidad por la prueba F.



Tabla 3. Actividad antioxidante de los tratamientos sometidos a coccién en agua

Tratamiento Actividad antioxidante (mg Trolox/100g muestra)

T3 1465.809 a
T2 1462.917 a
T5 1423.938 a
T7 1309.315 b
T6 1284.351 bc
T10 1272.489 bc
T9 1242.232 cd
T1 1200.526 de
T8 1187.399 e
T4 1157.172 e
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Medias seguidas por la misma letra no difieren entre si al 1% (P <0.01) por la prueba

Figura 1. Actividad Antioxidante en los diferentes tratamientos de coccién en agua
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