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1. INTRODUCCION



Introduccion

Numerosos estudios epidemioldgicos han demostrado que dietas ricas en frutas y
vegetales reducen de forma significativa la incidencia y tasas de mortalidad de
enfermedades degenerativas causadas por el estrés oxidativo. Este efecto protector
ha sido atribuido principalmente a compuestos bioactivos como las vitaminas, los
carotenoides y una gran variedad de compuestos fendlicos presentes en dichos
alimentos cuya actividad antioxidante contribuye a reforzar la capacidad antioxidante

endogena.

Los citricos, constituyen una de las fuentes mas importantes de compuestos
bioactivos de la dieta. En particular, el pomelo se caracteriza por la presencia de acido
ascorbico, carotenoides, compuestos fendlicos, especialmente flavonoides, en
particular, la naringina, que se encuentra en abundancia en el zumo, y esteroles como
el B-sitoesterol, campesterol y estigmasterol. Sus propiedades y efectos beneficiosos
sobre la salud han sido asociados a estos componentes, debido a sus caracteristicas

antioxidantes naturales.

El creciente interés de la industria alimentaria por los zumos citricos, y en concreto
por el zumo de pomelo, se debe entre otros aspectos a estos componentes bioactivos,
y a los cambios que se pueden producir en su contenido durante el procesado. El
sabor amargo del zumo de pomelo se debe fundamentalmente al flavonoide naringina,
que hace que en concentraciones naturales sea rechazado por gran parte de los
consumidores. La naringina (4,5,7-trihidroxiflavanona-7-ramnoglucosido) es con
diferencia el principal flavonoide responsable del sabor amargo dominante en el

pomelo lo que hace necesario un tratamiento de desamargado.

Se han planteado infinidad de soluciones para disminuir el amargor basadas en las
propiedades de los flavonoides. Sin embargo, aunque son técnicas de gran aceptacion
por la industria alimentaria tienen una serie de limitaciones intrinsecas ya que los
métodos son inespecificos y no sélo actian sobre los compuestos amargos sino
también sobre otros componentes, lo que supone un detrimento de la calidad del zumo
y una pérdida de las propiedades beneficiosas para la salud que aportan los zumos de
citricos. Por todo ello, la basqueda de nuevas tecnologias, como la enzimatica, que
causen el minimo dafio a las caracteristicas nutricionales y a los efectos beneficiosos
para la salud de los productos procesados de las frutas citricas puede ser considerado

como una interesante alternativa a los procesos convencionales por adsorcion fisica.

Para estabilizar el sabor y evitar el amargor en el zumo se ha planteado el uso de la

enzima naringinasa frente a los métodos fisico-quimicos como resinas



intercambiadoras tradicionalmente usadas. Sin embargo, el uso de enzimas solubles
implica un gasto continuo y constante ya que, una vez utlizadas, no pueden
recuperarse para sucesivas aplicaciones. Por ello, la fijacién y estabilizacion de la
enzima a un soporte de inmovilizacion puede resultar una aplicacién industrial
ventajosa, ya que podria permitir la recuperacion del biocatilizador y su reutilizacion

facilitando, ademas, la posibilidad del procesado en continto de los zumos.

En este marco de referencia, el presente trabajo de investigacion se ha centrado en
evaluar en qué grado los tratamientos empleados para desamargar el zumo de pomelo
afectan a sus propiedades saludables. Es decir, la finalidad fue analizar si la
disminucion del amargor, cuantificado en funcion de los niveles de naringina, afectaba
a las propiedades antioxidantes del zumo. Para ello, se procedié a determinar la
capacidad antioxidante total del zumo y su actividad estabilizadora de radicales
especificos. Asi mismo, se evalu6é si las técnicas de desamargado modifican la
capacidad del zumo para ejercer un efecto protector sobre las biomoléculas, medido a
través de diferentes biomarcadores de estrés oxidativo, que se consideran potenciales

marcadores del efecto preventivo de dichos zumos sobre la salud.






2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS



Antecedentes Bibliograficos

2.1. ESTRES OXIDATIVO
2.1.1. CONCEPTO Y GENERALIDADES

El estrés oxidativo (EO), se define como el desequilibrio entre la produccion de
especies oxidantes y las defensas antioxidantes en favor de las primeras (Sies, 1991).
Esta implicado en numerosos procesos fisiopatolégicos y su desregulacion se asocia
al desarrollo de numerosas enfermedades cronicas y al proceso de envejecimiento
como resultado del dafio a las diferentes biomoléculas y de las alteraciones en las vias

de sefializacién y control redox (Jones, 2008).

Los radicales libres son una consecuencia del metabolismo aerébico, sin embargo
bajo determinadas condiciones fisiopatolégicas, puede aumentar su produccién y
concentracion (Halliwell, 1996), frente a este incremento de radicales libres el
organismo evolutivamente desarrolla un mecanismo de defensa formado por

antioxidantes enzimaticos o no enzimaticos.

La dieta juega un papel importante en la prevencién de enfermedades asociadas al
estrés oxidativo, principalmente a través del consumo de alimentos con compuestos
bioactivos como las vitaminas, los carotenoides y una gran variedad de compuestos
fendlicos cuya actividad antioxidante contribuye a reforzar la capacidad antioxidante
enddgena (Prior, 2003). Cada vez mas y con el objetivo de mantener el efecto
saludable de los alimentos, la industria alimentaria demanda técnicas que puedan ser
utilizadas para el procesado de los alimentos sin que se vean modificados los

compuestos bioactivos o que resultado del tratamiento mejore su actividad.

2.1.2. ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO Y DEL NITROGE NO

Entre las especies reactivas (Tabla 2.1) cabe destacar los radicales libres ,
especies quimicas que contienen en su estructura uno o0 mas electrones
desapareados y, por tanto, dotadas de propiedades paramagnéticas que las convierte
en compuestos altamente inestables y de gran reactividad, asociada a la necesidad de
ceder o tomar un electron de una estructura molecular adyacente con la finalidad de
estabilizarse (Halliwell y Gutteridge, 2006; Gilbert, 2000) y los no radicales , especies
quimicas que por si mismas no son reactivas pero en presencia de metales de
transicion (hierro y cobre) u otros radicales generan radicales libres altamente
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Antecedentes Bibliograficos

reactivos (Nordberg y Arner, 2001). Todos ellos se agrupan con el nombre de especies
reactivas del oxigeno (ROS) o del nitrégeno (RNS). De forma analoga existen

especies reactivas del cloro (RCIS) y del bromo (RBrS) (Halliwell, 2006).

Tabla 2.1. Especies reactivas del oxigeno y del nitrdgeno

Radicales No Radicales
O,* : Radical superéxido H,O,: Perdxido de hidrégeno
ROS *OH: Radical hidroxilo '0,: Oxigeno singlete
*OOH: Radical hidroperoxilo O3: Ozono

NO: Oxido nitrico
RNS NO’: Radical éxido nitrico
ONOO " : Peroxinitrito

NO " : Anién nitroxilo

La toxicidad de las especies oxigénicas reactivas viene determinada desde el punto
de vista quimico, por cuatro caracteristicas basicas, como son: reactividad,
especificidad, selectividad y difusibilidad. Los tres componentes con mayor capacidad
de difusion son O,"< H,0, < OH’, lo que hace que sean capaces de reaccionar con
moléculas que se encuentran alejadas del lugar de origen incluso con capacidad de

atravesar membranas celulares.

El radical superdoxido (O,*), es un radical libre cargado, formado como
consecuencia de una reduccion monovalente del oxigeno molecular (Miller y cols.,
1990). Ha sido implicado en la fisiopatologia de una variedad de enfermedades (Aki y
cols., 2009; Valdivia y cols., 2009; Rhoden y cols., 2008; Bedard y cols., 2007; Kovacic
y cols., 2005). Es una especie menos reactiva que otros radicales aunque puede
actuar como oxidante débil o como agente reductor de iones metalicos de transicién
(Valko y cols., 2005). Asi, el radical superoxido (O,") es el mayor reductor, la simple
adicion de un proton da lugar a la formacion de HO;  convirtiéndose en un agente
oxidante muy activo, selectivo y especifico. Por lo tanto, su importancia fundamental
radica en ser fuente de radicales hidroxilo y peréxido de hidrogeno.

6
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El perdxido de hidrégeno (H.0.), se le considera el principal intermediario en el
metabolismo de las especies reactivas del oxigeno, no es un radical libre, pero en
presencia de trazas de catalizadores metalicos como el hierro o el cobre, o en
presencia de otros radicales libres puede dar lugar a la formacién del radical OH’, a

través de la reacciones de Fenton o Haber-Weiss (Andreyev y cols., 2005).
Fe* +2H,0, — , Fe* +OH +OH (Fenton)
0, + H,0,——» OH" + OH + O, (Haber-Weiss)

El radical hidroxilo (OH"), es una de las especies oxigénicas mas reactivas
presentes en el organismo, esta implicado en numerosos procesos fisiopatoldgicos
como el cancer, envejecimiento, diabetes, isquemia (Halliwell y Gutteridge, 2006). De
vida extremadamente corta y alta reactividad (Pastor y cols., 2000), su electréon
desapareado puede reaccionar inespecificamente con casi cualquier tipo de molécula,
DNA, proteinas y lipidos. Ademas, es el responsable de la propagacion del dafio
oxidativo entre fracciones subcelulares, ya que puede atravesar membranas celulares

y producir reacciones en cadena.

El radical 6xido nitrico (NO ), un derivado gaseoso e inestable del nitrégeno con
un namero impar de electrones que le confiere una extraordinaria reactividad quimica.
Radical fisiolégico de considerable interés por su papel como mediador vascular y
puede reaccionar con iones superoxido formando especies reactivas altamente téxicas
y oxidantes, como el peroxinitrito, que se puede disociar generando otros productos

como el radical hidroxilo.

Los ROS como los RNS pueden generarse endégenamente, dentro de las células
como intermediarios metabdlicos o exdgenamente en respuesta a agentes externos
(Inoue y cols., 2003; Cadenas, 1989).

Una de las principales fuentes endégenas generadora de ROS es la cadena de

transporte de electrones mitocondrial (Figura 2.1), la reduccién parcial de la molécula
de oxigeno durante la respiracion aerébica genera anién superdxido, y radical hidroxilo
(Turrens, 2003). Entre un 5-10% del total del oxigeno consumido en la mitocondria, se
transforma en radical superéxido, que dismuta a H,O, por accidon de la superdxido
dismutasa, y, en presencia de iones metalicos, a través de la reaccion de Fentony/ o
reacciones de Haber-Weiss se genera el radical hidroxilo, altamente reactivo,
causando importantes dafios en las proteinas celulares, los lipidos y el DNA (Andreyev
y cols., 2005) (Figura 2.2).
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L &
\ el ‘ nmmmﬂmm | " {‘m{ mmﬂﬂm

02 Co . > 2 ‘-l.‘ ol ™
[ Mo catcg? 9] ¥° " !
YT
H,0,, HO I o - PR, 0% !
AD E [

NADH Pi +ADP

Succinato  £ymarato H,0 + ATP

Figura 2.1. Reacciones de generacion de radicales libres en la cadena de transporte de
electrones mitocondrial.
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Figura 2.2. Reacciones de generacion de radicales libres del oxigeno.

Otras fuentes enddgenas de ROS y RNS, son la cadena de transporte electrénico
no fosforilante en el reticulo endoplasmatico (Gupta y cols., 1997), las células
fagocitarias (neutrofilos, monocitos o macrofagos) (Figura 2.3) que utilizan el sistema
de la NADPH oxidasa generando directamente el radical superéxido (Lambeth, 2004),
o la oxido nitrico sintasa que genera Oxido nitrico (NO) a partir de la arginina

intracelular. La autooxidaciébn de compuestos de carbono reducido como los
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aminoacidos, proteinas, lipidos, glicidos y acidos nucleicos, da lugar también a la

formacién de estos compuestos.

La activaciéon catalitica de diversas enzimas del metabolismo intermediario celular,
como la hipoxantina y xantina oxidasa, aldehido oxidasa, monoamino oxidasa,
ciclooxigenasa, lipoxigenasa, que utilizan el O, como sustrato, también contribuyen al
incremento endogeno de especies reactivas (Halliwell y Gutteridge, 2006; Li y
Jackson, 2002).

02 Arginina
CTE
l (reduccion 1e -) l NO Sintasa
0; — NO
SOD

Catalasa
HZO < HO

2 2
Radiaci&l':aznbre ONOO
*OH

H+

m orrengy N

FEOO'<g R RH

Figura 2.3. Generacion de especies reactivas del oxigeno y del nitrdgeno en las células

fagocitarias.

Como fuentes exdgenas, se encuentran tanto factores ambientales, farmacoldgicos,

como nutricionales (Limon-Pacheco y cols., 2009). Entre los agentes
medioambientales destacan, el humo (Bloomer y cols., 2007), la exposicién a metales,
benceno, polvo de cemento, luz solar, radiaciones electromagnéticas, que se asocian
con incrementos en el dafio oxidativo de biomoléculas y la disminucién de
antioxidantes como la vitamina E y C (Chia y cols., 2008; Rossner y cols., 2008;
Yoshioka y cols., 2008).

2.1.3. EFECTOS BIOQUIMICOS Y FISIOLOGICOS DEL ESTRE S OXIDATIVO

Esta bien establecido el papel dual de las ROS y de las RNS como especies
beneficiosas o perjudicales para los sistemas vivos (Valko y cols., 2006; Pervaiz y
Clement, 2007). A bajas concentraciones, los radicales libres son necesarios para el
buen funcionamiento celular pudiendo actuar como segundos mensajeros,
estimulando la proliferacion celular y/o actuando como mediadores para la activacion

de las células (Weinberg y Chandel, 2009). Sin embargo, a altas concentraciones son
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capaces de dafiar de forma reversible o irreversible todo tipo de biomoléculas,
incluyendo proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos (Valko y cols., 2007). Como
consecuencia de ello, los ROS estan implicados en el control de la patogénesis de
muchas enfermedades degenerativas (Kell y cols., 2009; Valko y cols., 2007) tales
como cancer, ateroesclerosis, enfermedades cardiovasculares, etc. (Aliev y cols.,
2009; Fearon y cols., 2009; Chinta y cols., 2008; Muller y cols., 2007) (Figura 2.4).

Dario a proteinas

"
% / /OH-
\*@® /...

Dafio AD@eroxidachén lipidica

Desregulacién del crecimiento celular

Inactivacion de los mecanismos
implicados en las defensas inmunolégicas

. Pérdida o disminucion de los procesos de
transduccion de sefiales

/.

Enfermedades
asociadas

Consecuencias
para el organismo

Diabetes mellitus

Céancer

Ateroesclerosis
Enfermedades respiratorias
Enfermedades neurolégicas
Envejecimiento

Otras

Figura 2.4. Dafos producidos por las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno

El dafio oxidativo a las biomoléculas causado por los radicales son de muy diversa
naturaleza, pero en general actian a través uno de los siguientes mecanismos: a)

captando un hidrogenién de una molécula; b) introduciéndose como tal en una
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molécula diana; c) transfiriendo un electrén. En cualquiera de los tres casos, la
reaccion de un radical libre con otra molécula origina la formacién de un nuevo radical

gque puede o0 no ser tan reactivo como la especie original.

Este dafio oxidativo a las distintas biomoléculas causa alteraciones y disfunciones
metabdlicas (Valko y cols., 2007), como inactivaciéon y desnaturalizacién proteica,
asociado a lesiones en el citoesqueleto celular, peroxidacion lipidica, que provoca la
perdida de fluidez de membrana, lisis celular, oxidacion de las LDL, etc., dafio a los
acidos nucleicos, con la consecuente ruptura de cadenas y la modificacion de las
bases nitrogenadas, relacionado con procesos de mutagénesis, carcinogénesis y
modificacién de las vias de sefializacién, implicadas en el metabolismo y regulacion

del ciclo celular.

2.1.3.1. Oxidacion proteica

La oxidacion proteica se define como una modificacion covalente en una proteina
inducida por especies reactivas. Los cambios oxidativos en proteinas pueden
comportar diversas consecuencias en su funcién, como la inhibicién de la actividad
enzimatica, un incremento de la susceptibilidad a la agregacion y proteolisis, un
aumento o disminucion de la captacién celular y una alteracion de la inmunogénesis.
Esta oxidacion se origina por la accion de los ROS o RNS sobre las cadenas laterales
de los aminoécidos, principalmente sobre la cisteina y la metionina (Stadman, 2004).
Como resultado se produce un incremento de grupos carbonilo de las cadenas
laterales de los aminoacidos, un descenso de grupos tiol, que resulta en un incremento
en el entrecruzamiento entre cadenas peptidicas o en la fragmentacion de enlaces
peptidicos. La concentracion de los grupos carbonilos generados son los marcadores
de la modificacion oxidativa mas ampliamente utilizados (Mutlu-Turkoglu y cols., 2003).
Esta oxidacidon aparece asociada con el envejecimiento y la severidad de algunas

patologias (Dalle-Donne y cols., 2006; Stadman, 2004; Levine, 2001).

2.1.3.2. Oxidacion de azUcares

Los azlcares reductores (como la glucosa o la ADP-ribosa) provocan la alteraciéon
de las proteinas mediante la reaccion de glucosilacién no enzimética también llamada

reaccion de Maillard. Esta reaccidn se produce en varias etapas, dando lugar a una
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serie de productos muy inestables y reactivos denominados productos de glicosilacion
avanzada (AGEs) (Baynes y Thorpe, 2000). Estos compuestos actlian a través de dos
mecanismos: 1) modificando proteinas estructurales intra y extracelulares y 2)
desencadenando procesos intracelulares a través de la unién con sus receptores (de
la familia de las inmunoglobulinas) localizados en la superficie celular de monocitos,
macrofagos, células endoteliales y células del musculo liso vascular (Yamagishi y
cols., 2008; Schmidt, 1996).

La union de los AGEs a estos receptores desencadena la generacion de especies
reactivas de oxigeno que modulan la funcién celular induciendo, por ejemplo, procesos
inflamatorios. Los AGEs estan implicados en procesos de envejecimiento celular y en
el desarrollo de las complicaciones crénicas de la diabetes como el dafio vascular y

renal, cataratas y neuropatias (Liu y cols., 2010; Cardenas- Le6n y cols., 2009).

2.1.3.3. Peroxidacion lipidica

Los radicales libres inician y causan la peroxidacién de lipidos particularmente
aquellos que componen la membrana celular y esta asociado con distintas

alteraciones fisiopatolégicas principalmente con el dafio vascular.

Esta peroxidacion lipidica, que es la destruccién de la porcion hidrofébica o interna
de la membrana de los acidos grasos poliinsaturados, resulta en la formacién de
hidroperoéxidos lipidicos en un sistema de propagacion en cadena. La peroxidacion es
un proceso radicalario autocatalitico que transcurre en 3 etapas: iniciacion,

propagacion y terminacion (Figura 2.5) (Esterbauer y cols., 1991).

En la etapa de iniciacién, los radicales libres captan un a&tomo de hidrégeno de un
carbono metileno de los acidos grasos dejando un electrén no apareado en el carbono
convirtiendose asi en un radical lipidico. Los acidos grasos poliinsaturados son
particularmente susceptibles al ataque por radicales libres, debido a que la presencia
de dobles enlaces debilita el enlace carbono-hidrogeno en el atomo de carbono
adyacente. El radical generado sobre el carbono sufre un reajuste molecular para
formar un dieno conjugado que es capaz de combinarse con el oxigeno para formar un
radical peroxilo (ROO") que puede sustraer un nuevo atomo de hidrégeno y empezar
una reaccion en cadena que continla hasta el agotamiento del sustrato o la
interrupcion del proceso por antioxidantes. Los peroxidos lipidicos resultantes son

compuestos bastante estables pero su descomposicion puede ser catalizada por
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metales de transicién y complejos de metales dando lugar a nuevos radicales capaces
de estimular mas la peroxidacion lipidica o a la formacion de productos terminales de
oxidacién de toxicidad diversa como el malondialdehido (MDA), hidroxinonenal y
hexanal (Niki, 2009).

Iniciacion 2 WH
H‘H 0, 00"
.
A WH' 4 q* _L_ W E W ‘
Gl A Bt R
- .
Acido graso Radical /\//’\//\R_ Reaccion Radical peroxilo
poliinsaturado libre R J con (ROO')
L el oxigeno

Radical lipidico

Propagacion: peroxidacién lipidica

oo* 00H

|
R R* R R —> R R + R R

Radical peroxilo Acido graso Hidroperdxido
(RDO") poliinsaturado lipidico

Figura 2.5 . Mecanismo de accion de la peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica puede tener diversos efectos sobre las funciones celulares
ya sea directamente, al reaccionar con proteinas, acidos nucleicos o indirectamente a
través de receptores de las vias de sefializacion (Katsiki y Manes, 2009; Forman y
cols., 2008; Ceaser y cols., 2004). Asi, la peroxidacion lipidica de las membranas
resulta en cambios de fluidez, aumento de permeabilidad, disminucién del potencial de
membrana (Greenberg y cols., 2008) que puede conllevar a la muerte celular.
Especialmente susceptibles a la peroxidacion lipidica son las células del sistema
nervioso central (Sultana y cols., 2006) y la oxidaciéon de las particulas LDL que tienen
un papel trascendental en la fisiopatologia de la aterosclerosis (Steinberg y cols.,
2009; Noguchi y cols., 2008). Los aldehidos, resultado del proceso de peroxidacion
lipidica reaccionan con las bases nitrogenadas de los acidos nucleicos dando
productos que son mutagénicos y cancerigenos asociados a determinadas patologias
(Blair, 2008; Nair y cols., 2007).
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2.1.3.4. Oxidacion de acidos nucleicos

El DNA en las células vivas sufre constantemente lesiones a nivel molecular como
consecuencia del metabolismo aerébico. Fundamentalmente en la estructura del DNA,
los radicales libres, alteran la secuencia de azucares-fosfatos que forman la cadena
del acido desoxirribonucleico directamente o por union a las bases pulricas o
pirimidinicas convirtiéndolas en inestables y altamente reactivas (Halliwell y
Gutteridge, 2006). En condiciones normales, el dafio oxidativo al DNA producido es de
una modificacién por cada 130000 nucleétidos del DNA (Ritcher, 1992) siendo el
radical hidroxilo el principal causante del dafio oxidativo al DNA (von Sonntag, 2006;

Evans y cols., 2004).

Los efectos de los radicales libres sobre el DNA incluyen la escisiébn monocatenaria
o bicatenaria de la molécula de DNA, sitios abésicos, hidroxilacion de las bases
nitrogenadas y entrecruzamientos DNA-proteina (Valko y cols., 2006; Cooke y cols.,
2003; Dizdroglu y cols., 2002; Marnett, 2000). Estos dafios persistentes sobre el DNA
dan lugar a la detencion o induccién de factores de transcripcion, alteraciones en las
vias de transduccién de sefial, errores de replicacién e inestabilidad gendmica,

estando involucrados en muchos procesos relacionados con la carcinogénesis.

Se ha demostrado que el fenotipo maligno de las células cancerosas puede ser
revertido mediante la reduccion de los niveles celulares de O, y la sobreexpresién de
las enzimas antioxidantes, como la superéxido dismutasa que puede reducir el
crecimiento celular tumoral, la metastasis, y otras caracteristicas malignas de las
células cancerigenas (Zhang y cols., 2002). Varios estudios han demostrado también,
que el H,O, puede inducir la proliferacion celular, la resistencia a la apoptosis,

aumento de la angiogénesis, la invasion y la metastasis (Lopez-Lazaro y cols., 2007).

Dentro de las alteraciones mas frecuentes en las bases puricas, destaca la
formacion de 8-hidroxi-desoxiguanosina (8-OHdG), resultado de la accién del radical
hidroxilo, sobre la desoxiguanosina (dG) y sus niveles se consideran como
biomarcador del dafio oxidativo al DNA. Su importancia reside en su alto efecto
mutagénico, ya que la 8-OHdG durante la replicacion del DNA, pueden dar lugar a
transversiones GC a TA (Oliva y cols., 1997; Cheng y cols., 1992). Distintos estudios
correlacionan altos niveles de 8-OHdG con un mal prondstico en cancer colorrectal,
renal y de pulmon (Sheridan y cols., 2009; Shen y cols., 2007; Miyake y cols., 2004).
Defectos en algunas de las enzimas de reparacion del DNA también dan lugar a altos

niveles de 8-OHdG y a otras mutaciones en las bases del DNA asociadas al
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envejecimiento y a una mayor incidencia de cancer (Nakabeppu y cols., 2006). La
mayoria de estas modificaciones promutagénicas exociclicas del DNA se consideran
de origen enddgeno, cuyos niveles son considerablemente influenciados por la dieta y
el estilo de vida (Bartsch y Nair, 2006).

En los ultimos afos, un ndmero elevado de estudios se ha centrado en la
investigacion del papel de las especies reactivas del oxigeno y nitrdgeno, en las vias
de sefalizacion implicadas en diferentes patologias celulares (Stowe y Camarra, 2009;
Jones, 2008; Halliwell y Gutteridge, 2006). Estudiando la implicacién del estrés
oxidativo en la expresion de pro-oncogenes y en la homeostasis del estado redox
celular a través de su implicacion en la regulacion de la expresion génica (Weinberg y
Chandel, 2009). Asi, se ha observado que los radicales libres influyen en el estado
redox celular (Circu y cols., 2010) a través de cambios en el estado oxidativo de

proteinas sensores intracelulares con grupos tiol (-SH) (Figura 2.6).

l ROS '
Vias de sefializacior Dafio DNA
HIFs PI3K ERK
Metabolismo y Supervivencia y Proliferacion
Angiogenesis crecimiento celular celular
\ l / Y
Proliferacion y crecimiento celu Inestabilidad Germica
Procesos fisiolégicos y fisiopatologicos

Figura 2.6. Mecanismo de accion de los ROS en la regulacion del estado redox celular.
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2.1.4. SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Debido a la alta toxicidad de los ROS y RNS, los organismos aerébicos han
desarrollado numerosos mecanismos de defensa que limitan su actividad y produccién
y mantienen el sistema bajo control (Cadenas, 1997). Por lo tanto, el mantenimiento de
la homeostasis redox del tejido solo es posible mediante un equilibrio entre la

intensidad de generacion y la intensidad de eliminacién de radicales libres.

En condiciones normales, hay un equilibrio entre las actividades y los niveles
intracelulares de estos antioxidantes que es esencial para la supervivencia de los
organismos y su salud. Cuando se produce una alteracion del estrés oxidativo, las
células son capaces de inducir una respuesta adaptativa por parte del organismo. Por
una parte, habra una activacién de la defensa antioxidante mediante la activacién de
factores de transcripcion, dando lugar a un incremento en la concentracion de las
enzimas antioxidantes. Por otra parte, habra una represién o inhibicion de los sistemas
productores de ROS, mediante la inhibicién de la actividad mitocondrial o de enzimas

productoras de radicales.

De acuerdo con Halliwell y Gutteridge, se puede definir antioxidante como
“cualquier sustancia que estando presente a bajas concentraciones, en relacion a las
del sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la oxidacion de dicho
sustrato” (Halliwell y Gutteridge, 1989). Asi, un buen antioxidante se caracteriza por su
alta efectividad, su variabilidad operativa y versatilidad para poder combinarse con una

importante variedad de radicales libres.

Existen diferentes sistemas de defensa antioxidante en el organismo, y se pueden

clasificar en funcién de su naturaleza, como antioxidantes enziméaticos, como las

enzimas superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT) y

no enzimaticos en las que se incluyen tanto vitaminas como el acido ascérbico

(vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), tioles como el glutation (GSH) o la tiorredoxina,
carotenoides, flavonoides y otros antioxidantes. En funcién de su procedencia se
pueden clasificar, como antioxidantes enddgenos y exodgenos. La Figura 2.7

esquematiza los diversos tipos de antioxidantes.
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Figura 2.7. Clasificacion de los mecanismos de defensa antioxidante.

Los mecanismos de accién de los antioxidantes incluyen tres niveles de actuacion,
prevencion, estabilizacion de los radicales (secuestradores) y eliminacién (Figura 2.8)
(Sies, 1993; Vall-Bellés y cols., 2001). En el &mbito preventivo: previenen la formacién
de radicales libres y su finalidad o estrategia corre a cargo de mecanismos de tipo
enzimatico, capaces de metabolizar las especies reactivas oxigénicas a estructuras
mas estables, o de tipo no enzimatico como agentes quelantes capaces de
secuestrar metales que participen en la formacion de radicales libres. Como
captadores de radicales libres los estabilizan, inhibiendo la cadena de inicio y
rompiendo la de propagacion. Dentro de este grupo se encuentran tanto antioxidantes
de origen enddégeno como exdgenos obtenidos a partir de la dieta. Los mecanismos de
eliminacién y o reparadores, actian cuando las biomoléculas ya han sufrido el dafio

eliminandolas o reparandolas (glicosilasas de DNA, las fosfolipasas y las proteasas).
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Figura 2.8. Esquema de la produccion de ROS y de los mecanismos de defensa antioxidante.

2.1.4.1. Antioxidantes endégenos

Constituyen la primera defensa de las células frente a la agresion por radicales
libres y radica principalmente en la acciéon conjunta de tres enzimas, superoxido

dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa.

La eficacia de esta triada enzimatica reside en una triple accién defensiva al
disminuir la produccién de estas especies oxigénicas e impedir la interaccion de estas
entre si 0 con metales de transicién para dar lugar a especies de mayor reactividad
como el radical hidroxilo. La SOD cataliza la reaccién de dismutacion del O, a H,O,,
que en una reaccion posterior es reducido por la catalasa o glutation peroxidasa (GPx)
formando H,O y O,. La catalasa se encuentra principalmente en los peroxisomas, y su
principal funcion es eliminar el H,O, generado en la -oxidacién de los &cidos grasos,
mientras que la glutation peroxidasa degradara el H,O, citoplasmatico (Mufiiz y cols.,
2000; Michiels y cols., 1994). Sus concentraciones estan sujetas a regulacion génica,
de forma que aumentan rapidamente en respuesta a factores de transcripcién, que

detectan cambios a nivel de estrés oxidativo (Harris, 1992).

La accion de las 3 enzimas es vital para el funcionamiento normal de la célula y
para el estatus antioxidante de las células de mamiferos. Aquello que interfiere con el
balance de estas tres enzimas trabajando cooperativamente, resulta en un
desequilibrio prooxidante/antioxidante que favorece la produccion de ROS y el dafio
celular. EI mantenimiento de estas actividades enzimaticas sera por lo tanto requisito
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imprescindible para el desarrollo de los organismos y su lucha contra el estrés

oxidativo.

Ademas del sistema antioxidante enzimatico los organismos vivos disponen de un
sistema antioxidante no enzimatico que constituye la segunda linea de defensa y esta
formado basicamente por antioxidantes de bajo peso molecular que constituyen un
numeroso conjunto de compuestos capaces de prevenir el dafio oxidativo por

interaccion directa o indirecta con los ROS (Kohen, 1999).

El mecanismo de accion indirecta implica principalmente la quelacion de metales de
transicion para evitar su participaciéon en reacciones tipo Fenton o Haber-Weiss. Las
moléculas que actian de forma directa sobre las especies reactivas lo hacen por
medio de la transferencia de electrones o por medio del secuestro de radicales
evitando asi que ataquen a las moléculas diana. Por su pequefio tamafo, pueden
atravesar las membranas celulares y localizarse cerca de las dianas bioldgicas;
ademas, la propia célula puede regenerarlas y regular sus concentraciones. Estas
moléculas, aunque normalmente actlan como antioxidantes, desarrollan otras

funciones bioldgicas en la célula.

Estos sistemas no enzimaticos estan conformados por compuestos como el
glutation reducido, la tiorredoxina, urato etc. que estabilizan los ROS o provocan la
guelacion de iones metdlicos de elementos de transicion que al estar en estado
reducido potencian su autoxidacion y generacion del anion superoxido (Sies, 1993). Su
accion defensiva dependera en algunos casos de una interaccion directa sobre la
especie reactiva para dar lugar a complejos estables o de menor reactividad,

componentes que reaccionan directamente con agentes oxidantes y los inutilizan.

El glutation (GSH), es un tripéptido de y-glutamil-cisteinil-glicina que constituye el
principal tiol celular no proteico mas abundante y ampliamente distribuido en los tejidos
(Masella y cols., 2005). Su papel en el mantenimiento del estado redox esta bien

establecido (Circu y cols., 2010; Ekshyyan y cols., 2005).

(0]
HN*- ClH-CHz-CHz-QZ-N H-?H-léI-NH-CI-b-COO-

COOD | CH
SH
y-Glu Cys Gly
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La forma biologica activa es el glutation reducido (GSH), que es oxidado a glutation
disulfuro (GSSG) durante procesos de estrés oxidativo, la relacion entre el GSH y
GSSG ha sido utilizada para describir de forma general el estado redox celular
(Schafer y Buettner, 2001). Normalmente, las células presentan una relacion GSH
/IGSSG alta, y mas del 90% del total de GSH se mantiene en la forma reducida a
través de la sintesis citosélica de novo de GSH, la reduccion enzimatica de GSSG, y la
absorciéon de GSH exdgeno (Meister y cols., 1976). La sintesis del GSH se lleva a
cabo en el citosol de las células por la accién secuencial de dos enzimas la glutamil-
cisteina sintetasa y la glutatién sintetasa. Ocurre principalmente en el higado, que
constituye el 90% del GSH en condiciones fisiologicas normales. En los mamiferos, la
concentracion de glutation en el higado esta entre 7-10 mM (Hammond y cols., 2007),
mientras que en el plasma la concentracion es del rango de uM (Pastore y cols.,
2003).

Muchas de las propiedades bioldgicas del glutation se deben a dos de sus
caracteristicas estructurales: por una parte la presencia de un enlace gamma-
glutamilo, lo cual le confiere resistencia frente a las peptidasas presentes en las
células con la excepcion de la gamma-glutamiltranspeptidasa (enzima que cataliza el
primer paso de la degradacion del glutation). La segunda caracteristica estructural
importante es la presencia del grupo tiol de la cisteina (Figura 2.9), el cual se puede
oxidar con otra molécula de GSH dando lugar al glutation disulfuro u oxidado (GSSG),
0 con otros grupos tidlicos como los residuos de cisteina de las proteinas (Pastore y
cols., 2003).

S
S

Figura 2.9 . Mecanismo de accion del glutation.
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La presencia del grupo tidlico reducido de la cisteina promueve su estabilidad
intracelular al actuar como protector frente a las radiaciones y el estrés oxidativo
(Masella y cols., 2005; Sies, 1997). Ademas, interviene en la regulacion de la sintesis y
degradacion de las proteinas y en la conversion de ribonucledtidos a
deoxiribonucleétidos, sintesis y reparacién del DNA; participa en la detoxificacion de
xenobiodticos; en la integridad de la membrana celular; interviene en la captacién de

aminodcidos de algunos tejidos y en la modulacion de actividades enzimaticas, actla
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como reservorio de cisteina, interviene en la homeostasis del calcio y participa en la
regulacion de la proliferacion celular (Nagahara, 2010; Yuan y Kaplowitz, 2009;
Pallardo y cols., 2009).

En la defensa celular contra intermediarios reactivos tiene un papel importante
como antioxidante (Masella y cols., 2005) en reacciones enzimaticas catalizadas por la
glutation S-transferasa, glutation peroxidasa y peroxitiorredoxina, 0 no enzimaticas
protegiendo de la oxidacién a grupos —SH esenciales de las proteinas, reaccionando
con radicales libres como el O,”, OH’, H,O, y peroéxidos lipidicos actuando como
agente quelante, y en diversos procesos metabdlicos como la sefializacion celular o la
degradacion de proteinas (Ghezzi, 2005) o actuando en la regeneracidon de otros
antioxidantes como el a-tocoferol, o acido ascoérbico (Forman y cols., 2009). La
capacidad de glutation para regenerar los antioxidantes mas importantes esta
relacionada con el estado redox dado por la relacion GSSG/2GSH (Pastore y cols.,
2003).

Al reaccionar con oxidantes, el GSH se oxida a GSSG, que presenta un puente

disulfuro entre dos moléculas de glutation.

v

2GSH + RO-OH GSSG + H,O + ROH

2GSH + H,0, GSSG + 2 H,0

v

Otro antioxidante no enzimatico lo constituye el sistema de la tiorredoxina (Trx), que
esta compuesto por la tiorredoxina reductasa v la tiorredoxina (Holmgren y Bjornstedt,
1995). La tiorredoxina reductasa es una o6xidoreductasa que cataliza la reduccion de
puentes disulfuro, con lo que juega un papel importante en la regulacion del estado
redox de los tioles de las proteinas (Nakamura y cols., 1997). La tiorredoxina (Trx),
posee una secuencia de aminoacidos en el sitio catalitico que incluye dos residuos de
cisteina (Cys-XX-Cys). Estos pueden ser oxidados reversiblemente formando un
puente disulfuro, el cual puede ser a su vez reducido por la tiorredoxina reductasa en
presencia de NADPH (Berndt y cols., 2007).

La ceruloplasmina, la ferritina, el urato o la bilirrubina constituyen otro grupo de
antioxidantes endégenos a nivel plasmatico. La ceruloplasmina y la ferritina
representan un papel importante como antioxidantes preventivos in vivo al unir metales
de transicion y evitar auto-oxidaciones y reacciones que conllevan a la formacién de

radicales hidroxilo. La ceruloplasmina es una proteina que actla captando iones de
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cobre libre, posee actividad ferroxidasa, y actividad ascorbato-oxidasa. La ferritina,
proteina de almacenamiento de hierro y buen indicador de la cantidad de hierro
disponible, como antioxidante ademas de impedir la reaccion de Fenton, elimina el
radical superéxido e inhibe la peroxidacion lipidica. En la misma linea se encuentran
otras moléculas como la haptoglobina, que secuestra hemoglobina o la albumina, que

secuestra cobre.

El urato se obtiene del metabolismo de degradaciéon de los nucleétidos xantina a
acido Urico (urato). Es el producto final del metabolismo de las purinas en humanos y
funciona como el tipico antioxidante suicida (reduciéndose a xantina e hipoxantina) o
como quelante de metales de transicién (disminuyendo la reaccion de Fenton y Haber
Weiss) inhibiendo reacciones catalizadas por metales sin modificar su estado de

oxidacion.

La bilirrubina es un tetrapirrol lineal (unido a la albimina). Producto final de la
degradacion del grupo hemo. Es un antioxidante liposoluble y, por tanto, capaz de
inhibir la lipoperoxidacién rivalizando en la membrana con la vitamina E. Producto de
su metabolizacion se oxida a biliverdina al captar radicales hidroperoxido y éste se

reduce para dar la bilirrubina.

Ademas de los sistemas enzimaticos y no enzimaticos los seres vivos disponen de
un tercer tipo de antioxidantes endégenos constituidos por los sistemas reparadores.
En este grupo se encuentran los mecanismos defensivos enzimaticos coadyuvantes o
de soporte de los anteriores, son los sistemas reparadores de moléculas previamente
afectadas. Los sistemas reparadores pueden ser directos como la disulfuro reductasa
y la sulféxido reductasa que reducen los grupos disulfuro (S-S) de los aminoéacidos
azufrados (Koc y Gladysev, 2007; Weissbach y cols., 2002), o indirectos como es el
reconocimiento del dafio molecular y la reparacion de ese dafio, que tiene lugar en las
cadenas carbonadas peroxidadas, en las proteinas oxidadas y en las cadenas de DNA
y RNA oxidadas (Willey y Harris, 1990). En este grupo de enzimas reparadoras, estan
las proteasas y las fosfolipasas que actian sobre proteinas y fosfolipidos
respectivamente una vez se produce el dafio en la molécula y que deben ser
reemplazadas via sintesis de novo. Los acidos nucleicos que han sido modificados por
estrés oxidativo son reparados principalmente por el sistema BER (reparacion por
escision de base) donde intervienen un grupo de enzimas como glicosilasas y
endonucleasas AP, el nucleétido dafiado es repuesto por polimerasas (Azqueta y
cols., 2009).
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2.1.4.2. Antioxidantes Exogenos.

Este grupo de antioxidantes lo constituyen aquellas moléculas con capacidad
antioxidante que no se pueden sintetizar endégenamente y son obtenidos a partir de la

dieta, como las vitaminas o los compuestos fendlicos.
2.1.4.2.1. Vitaminas y carotenoides

Vitamina C o Acido Ascorbico

La vitamina C o el acido ascérbico, esta considerado uno de los antioxidantes
naturales mas efectivos y menos téxicos, y es el antioxidante extracelular mas
importante (Kojo, 2004). Esta presente fundamentalmente en frutas como los citricos,

y verduras como tomates, pimientos verdes, brdcaoli, coliflor, espinacas, patatas...

El acido ascorbico es un antioxidante hidrofilico que puede existir en tres estados
redox: ascorbato (reducido), radical semidehidroascorbato (oxidacién monoelectrénica
del ascorbato) y dehidroascorbato (oxidacion bielectrénica del ascorbato) (Levine y
cols., 2006). Dos procesos oxidativos monovalentes consecutivos dan lugar al
dihidroascorbato, con la formacién del radical semihidroascorbato como intermediario.

Estas caracteristicas hacen de este compuesto un excelente antioxidante hidrosoluble.

Reacciona con diferentes especies oxigénicas reactivas como el O,”, OH , ROO" y
o, pero no es buen antioxidante frente al H,O,, de hecho, potencia su generacién
mediante la inhibicién de la catalasa (Halliwell y cols., 2008). Actla sinérgicamente con
otros antioxidantes como la vitamina E o el urato para regenerarlos volviéndolos a su
estado activo (Aguirre y May, 2008). Ademas existe una interrelacion entre el GSH y el
acido ascorbico (Linster y cols., 2007), ya que existen transhidrogenasas como la
glutarredoxina, capaces de reducir el acido dehidroascérbico a acido ascérhico con el

consumo de GSH, permitiendo asi su reciclado.

Entre sus funciones como antioxidante juega un papel importante protegiendo del
dafio oxidativo a los lipidos de membrana y a las proteinas (Asard, 2008), actla como
un modulador enzimatico en la regulacion de la sintasa endotelial (eNOS) y de la
NADPH oxidasa en la pared vascular (S6nmez y cols., 2009; Wilson, 2009; Rodrigo y
cols., 2007). Otras funciones de la vitamina C, es actuar como cofactor esencial para
la formacion de colageno, contribuir a una mejora de la sintesis de carnitina y a la
reduccién de la concentracién plasmatica de triglicéridos (Okamoto y Ueno, 2006),

participar en la biosintesis de neurotransmisores (Bagga y cols., 2008; Rodrigo y cols.,
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2007), ademas, estudios recientes muestran su capacidad para modular la

proliferacion celular (Ulrich-Merzenich y cols., 2009).

Estudios epidemioldgicos, muestran una correlacién negativa entre el consumo de
alimentos con vitamina C y cancer (Kim y cols., 2010; Nagel y cols., 2010;). Otros
estudios, in vitro e in vivo, muestran los efectos de la vitamina C en la inhibicién de la
angiogénesis (Mikirova y cols., 2010), asi como los efectos protectores frente al dafio

cerebral (lwata y cols., 2010; Harrison y cols., 2009).

También puede actuar de prooxidante en presencia de metales de transicion (Cu,
Fe), generandose el radical hidroxilo. Este efecto prooxidante del acido ascérbico no
tiene lugar, normalmente, in vivo dado que en situaciones no patolégicas no hay cobre

ni hierro libres en los fluidos extracelulares (Gaetke y Chow, 2003; Chen y cols., 2000).

Vitamina E o Tocoferoles

La vitamina E estd considerada como el principal antioxidante secuestrador de
radicales lipofilicos in vivo (Pryor, 2000). Los tocoferoles son constituyentes
minoritarios de todos los aceites vegetales y estdn entre los antioxidantes mas
conocidos y utilizados. Se conocen ocho homologos, alfa, beta, gamma y delta-

tocoferoles y los correspondientes tocotrienoles.

De ellos el a-tocoferol es el que muestra mas actividad biolégica (Rodrigo y cols.,
2007) y su actividad antioxidante se debe al caracter reductor del grupo hidroxilo de su
anillo cromanol. Previene el dafio oxidativo a membranas (Traber, 2007; van Aalst y
cols., 2004), impidiendo la reaccién de propagacion, que es la principal causante de la
peroxidacion lipidica, amortigua los efectos peroxidantes del i6n superoxido, modula la
cascada metabdlica del acido araquidonico y controla la fluidez de la membrana,

ordenando su estructura.

Otra reaccién importante es la reduccion del radical del alfa-tocoferol por otros
antioxidantes como la vitamina C, CoQ y glutation (GSH) (Rodrigo y cols., 2007) y esto
es muy importante ya que regenera o ahorra vitamina E y también reduce el caracter

prooxidante del radical de vitamina E (Figura 2.10) (Abudu y cols., 2004).
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Figura 2.10. Mecanismo de accion de la vitamina E

Carotenoides

Los carotenoides son una familia de compuestos pigmentados que son sintetizados
por las plantas y los microorganismos. Se dividen en dos grupos, los compuestos
hidrocarbonados y las xantofilas. Aunque los carotenoides estan presentes en muchos
alimentos comunes, las frutas fuertemente pigmentadas, los zumos y las hortalizas
constituyen las principales fuentes en la alimentaciéon. Hortalizas y frutas con una
tonalidad amarillo-naranja proporcionan la mayor parte de B-carotenos y a-carotenos,
las frutas naranjas proporcionan a-criptoxantina, las verduras de color verde oscuro
aportan luteina y los tomates asi como los productos a base de tomate proporcionan

licopeno.

Debido a la naturaleza insaturada de los carotenoides estan sujetos a cambios
debidos principalmente a la oxidacion. Sin embargo, otros factores como la
temperatura, la luz y el pH también pueden producir alteraciones que pueden influir en
el color de los alimentos, asi como en su valor nutricional (Meléndez-Martinez y cols.,
2004). En general, el contenido de carotenoides de los alimentos no se ve alterado al
cocinarlos, aunque temperaturas extremas darian lugar a su destruccién (Thane y
cols., 1997).

Distintos estudios epidemiolégicos relacionan de forma positiva una mayor ingesta
alimentaria de carotenoides con un menor riesgo de enfermedades crénicas (Widome
y cols., 2010; Hu y coals., 2009). El B-Caroteno y el licopeno han demostrado tener una
relacion inversa con el riesgo de enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de

cancer, mientras que la luteina y zeaxantina a los trastornos relacionados con la vista

25



Antecedentes Bibliograficos

(Mein y cols., 2008; Ma y cols., 2010). Las propiedades antioxidantes de los
carotenoides es el mecanismo principal de sus efectos beneficiosos, pudiendo actuar
como captadores de radicales libres debido a la presencia de mdultiples enlaces
conjugados. Son eficientes antioxidantes contra el oxigeno singlete y los radicales
peroxido, contribuyendo de esta manera al sistema de defensa antioxidante lipofilico

del organismo (Young y Lowe, 2001).

2.1.4.2.2. Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos, son los antioxidantes mas abundantes en la dieta,
siendo muy abundantes en frutas, verduras y bebidas derivadas de plantas como el té,
vino, zumos, que poseen un alto contenido de estos compuestos. Se encuentran en
todos los tejidos en estado libre o lo que es mas comudn, unidos a hidroxiacidos o
azucares formando glicésidos. Desde el punto de vista quimico los glicésidos se
diferencian de las agliconas en dos propiedades, mayor solubilidad en agua y menor
reactividad quimica (Rice-Evans y cols., 1997). En los tejidos de las plantas
metabdlicamente activos es muy raro encontrar fenoles libres puesto que son
fitotoxicos y la conversion de fenoles conjugados en fenoles libres puede ocurrir
durante la senescencia, la maduracion de frutos o como mecanismo de defensa de la
propia planta ante el ataque de hongos o insectos (Macheix y cols., 1990). Desde el
punto de vista quimico, los compuestos fendlicos se caracterizan por poseer un anillo
aromatico con una sustitucién hidroxilo y una cadena lateral funcional (Thomson,
1964). Los grupos hidroxilo suelen estar acilados o glicosilados, su presencia y
numero determinan su actividad antioxidante. Son moléculas muy reactivas debido a
su caracter acido, por los grupos hidroxilo, y a sus propiedades nucledfilicas, por los

anillos bencénicos.

2.1.4.2.2.1. Clasificacion

La clasificacion de los compuestos fendlicos propuesta por Harborne y Simmonds
(1964), segun su esqueleto carbonado agrupa a estos compuestos en clases o
familias, siendo las mas importantes, los acidos fendlicos (acido hidroxibenzoico e
hidroxicinamico), los flavonoides (flavonoles, flavonas, flavonoides, flavonoles,

isoflavonas, las proantocianidinas) y los compuestos fendlicos polimerizados como
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estilbenos, y los lignanos, que se distribuyen en las plantas y los alimentos de origen
vegetal (Mafiach y cols., 2005, 2004) (Figura 2.11).

Acidos fendlicos Flavonoides Compuestos fendlicos pol _imerizados

Estilbenos Lignanos

o, oH OH CHJO | s OH
g = OH
HO N HO
=
O’ OH | |
L OH 2" 0OCH,

OH

Acido gélico Naringina Resveratrol Secoisolariciresinol

Figura 2.11. Estructura quimica de los polifenoles

Los acidos fendlicos , también conocidos como compuestos fendlicos de bajo peso
molecular, contienen un anillo bencénico que dependiendo de los sustituyentes, da
lugar a distintas estructuras. En el caso de los acidos benzoicos, sus combinaciones
con otras moléculas son poco frecuentes, al contrario de lo que ocurre con los acidos
cindmicos, que se han encontrado unidos a hidroxiacidos, azucares, y otros
compuestos fendlicos (como antocianos y otros flavonoides) formando heterdsidos.
Por lo general, representan aproximadamente un tercio de los fenoles totales, mientras

que los flavonoides representan las dos terceras partes (Scalper y Williamson, 2000).

Los flavonoides contituyen el grupo mas importante de polifenoles en la naturaleza
(Robards y cols., 1999), son muy abundantes en la dieta ya que estan presentes en
una gran variedad de verduras y frutas, como los citricos. Son moléculas con una
estructura comun de difenilpropano (C6-C3-C6), el esqueleto esta formado por dos
anillos aromaticos (A y B), unidos a través de un anillo pirona o hidropirona (C) (Figura

2.12), dando lugar a flavonas y flavonoles, respectivamente, (Gattuso y cols., 2007).
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4

5

Figura 2.12. Estructura basica de los flavonoides

Las variaciones estructurales en el anillo C, subdividen a los flavonoides en seis
importantes subclases, entre las que se encuentran las flavanonas, flavonas,
flavonoles, isoflavonas, antocianos y flavanos (incluidas las catequinas,

proantocianidinas y biflavanos o procianidinas) (Figura 2.13).

Flavanona

Isoflavona

Catequinas

Flavanos

Procianidinas

Figura 2.13. Estructura molecular de los flavonoides.
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Se diferencian en el grado de oxidacion y de sustitucién del heterociclo, y a su vez,
dentro de cada familia se diferencian por el numero y localizacion de los grupos

hidroxilo y metoxilo en los anillos A y B (Pietta, 2000; Rice-Evans y cols., 1996).

Su forma habitual en la naturaleza es en combinacién con azucares mediante
uniones O-heterosidicas y con menor frecuencia C-heterosidicas. El azlcar unido
normalmente es glucosa o ramnosa. El ndmero de moléculas de azlcar es
comlUnmente uno, pero podrian ser dos o tres. Estos azlcares pueden estar
esterificados o0 no. La solubilidad en agua de los flavonoides depende de la presencia
en su estructura de una proporcién suficiente de grupos polares. Tanto la presencia de
glucésidos como de grupos hidroxilo aumentan la solubilidad en agua de los
flavonoides (Crozier y cols., 2009), asi, la solubilidad se incrementa en la medida que
aumenta el nimero de grupos hidroxilos y decrece cuando estos estan metilados. La
presencia en posiciéon 4 de un carbonilo que puede interaccionar con el grupo hidroxilo

de la posicién 5, disminuye la solubilidad en agua.

El tercer grupo lo constituyen los compuestos fendlicos polimerizados que
incluyen los taninos y las ligninas. Los taninos son fenoles polimerizados que originan
combinaciones estables con las proteinas y con los polisacaridos, favorecido por el
gran numero de grupos hidroxilo que poseen. Bate-Smith y Swain (1962) definen los
taninos como compuestos fendlicos solubles en agua, con pesos moleculares entre
500 y 4000 Da, que ademas de dar las reacciones normales de los polifenoles, tienen
propiedades especiales como la capacidad de precipitar alcaloides, gelatina y otras
proteinas; también se ha comprobado su capacidad para reaccionar con radicales
libres e iones metdlicos (Rivero y cols., 2008). Dentro de los taninos se encuadran dos
tipos de compuestos estructuralmente distintos, que se han denominado taninos
hidrolizables y taninos condensados. Los primeros son polimeros de los acidos galico
(galotaninos) o elagico (elagitaninos) mientras que los segundos son polimeros de

flavan-3-ol y se denominan proantocianidinas.

2.1.4.2.2.2. Propiedades antioxidantes de los compu estos fendlicos

Los compuestos fendlicos son componentes importantes para la calidad de la fruta,
debido a su contribucién al sabor, color y propiedades nutricionales (Cheynier, 2005).
Algunos polifenoles volatiles, como la vainillina y eugenol, dan lugar a olores muy
caracteristicos, y estan asociados con el amargor y la astringencia, contribuyendo asi
al perfil sensorial de muchos alimentos (Lesschaeve y Noble, 2005). Ademas, sirven
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como importantes reservorios de oxigeno y sustratos en procesos de tostado. Asi, los
extractos crudos de frutas, hierbas, hortalizas, cereales y otras materias vegetales
ricas en compuestos fendlicos (Mafiach y cols., 2004) son cada vez mas de interés en
la industria alimentaria ya que retardan la degradacion oxidativa de los lipidos y

mejoran asi la calidad y valor nutritivo de los alimentos (Kahkonen y cols., 1999).

De las caracteristicas mas importantes de los polifenoles presentes en los
alimentos, destacan sus propiedades antioxidantes (Frankel y Finley, 2008). Estas
propiedades antioxidantes son una de las principales responsables de sus efectos
saludables, previniendo enfermedades asociadas al estrés oxidativo como el cancer,
enfermedades cardiovasculares y trastornos neurodegenerativos (Ramesh y cols.,
2010; Butt y cols., 2009; Garcia-Lafuente y cols., 2009; Weinreb y cols., 2009; Ramos,
2008).

El mecanismo de la actividad antioxidante de los flavonoides parece ser doble, por
un lado actian como captadores de radicales libres, y por otro lado, como quelantes
(Figura 2.14).

FI (OH) LH
Lipido
Quelacion FI (OH)---Fe 64 Fe Iniciacion
de metales
L

Radical alquilo

v

FI (OH) LOO

L, Radical peroxilo
Interrupcion de la

cadena de reaccién LH
por los antioxidantes
L

FI(O) LOOH

Li oxid »
R Propagacion

FI (OH) LOH
Radical alcoxilo

Secuestro de LH
radicales libres
L

, LOH
S8 (alcohol)

Figura 2.14. Mecanismos de la actividad antioxidante de los flavonoides.
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La capacidad captadora de radicales libres se atribuye a su capacidad para donar
atomos de hidrégeno o electrones. De hecho, los grupos fendlicos de los flavonoides
sirven de fuente de atomos de "H" de forma que el radical producido puede
deslocalizarse sobre su estructura (Di Majo y cols., 2005; Burda y Oleszek, 2001). La
capacidad quelante la ejercen impidiendo la reaccion de Fenton y evitando la

generacion de radicales.

Ademas de la estructura, el grado de hidroxilacion, sustituciones, conjugaciones y el
grado de polimerizacién determinan la capacidad antioxidante de los compuestos
fendlicos (Di Majo y cols., 2005; Calabro y cols., 2004; Benavente-Garcia y cols.,
1997; Rice Evans y cols., 1996). En este sentido Heim y cols. (2002) expusieron
algunas evidencias al respecto: a) Los mdltiples grupos hidroxilo confieren una
capacidad antioxidante asi como capacidad quelante, pero también confieren efecto
prooxidante. b) Los grupos metoxi inducen efectos estéricos negativos e incrementan
la lipofilidad y el dafio a membranas. c) Un doble enlace y una funcién carbonilo en el
heterociclo o la polimerizacion de la estructura basica incrementa la actividad
antioxidante, por la formacién de un flavonoide mas estable mediante conjugacion y

deslocalizacién de electrones.

En general, hay tres grupos estructurales (Figura 2.15), que determinan la
capacidad captadora de radicales libres de los compuestos fendlicos (Bors y cols.,
1990a; Bors y cols., 1990b).

(A) la presencia de un grupo catecol (orto-dihidroxi) en el anillo B como rasgo
estructural fundamental, lo que confiere mayor estabilidad a los radicales aroxil,
posiblemente a través de enlaces de hidrégeno, y que participa en la deslocalizaciéon

de electrones;

(B) el doble enlace 2,3, en conjugacion con una funcion 4-oxo de un grupo
carbonilo en el anillo C, responsables de la deslocalizacion de electrones desde el

anillo B;

(C) la presencia de grupos hidroxilo en las posiciones 3y 5.
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Figura 2.15. Grupos estructurales que caracterizan la actividad antioxidante de los flavonoides

Distintos trabajos han demostrado que la presencia de un grupo hidroxilo en
posicién 5 y 7 incrementa significativamente la capacidad antioxidante (Yu y cols.,
2005). La conjugacion del anillo piranico con el resto de la molécula, lo cual es tipico
de las antocianidinas, incrementa la estabilizacion de los radicales formados y produce
un aumento de la actividad antioxidante. Ademas, la presencia de grupos hidroxilo en
posicién 3 incrementa la actividad scavenger, mientras que la presencia adicional de
grupos hidroxilo y metilo en posiciones 3, 5y 7 en los anillos Ay C parecen ser menos

importantes (Yu y cols., 2005).

Estas caracteristicas estructurales contribuyen a aumentar la estabilidad del radical
aroxil. Asi, los flavonoles y flavonas que contienen un grupo catecol en el anillo B son
mas activos que otros tipos de flavonoides, siendo los flavonoles mas potentes que las
flavonas debido a la presencia del grupo hidroxilo en posicion 3. Sin embargo,
alteraciones en la disposicion de los grupos hidroxilo y la sustitucién de un grupo
hidroxilo por glicosilacién disminuye la actividad antioxidante. La glicosilacién de todas
estas posiciones influye en la actividad antioxidante de los flavonoides. La glicosilacién
de este grupo hidroxilo disminuye la capacidad scavenger y un grupo hidroxilo
adicional en el anillo B (grupo pirogalol) incrementa la capacidad antioxidante. Por el
contrario, un solo grupo hidroxilo en el anillo B reduce esta actividad. Por otra parte, la
ausencia de conjugacion entre el doble enlace 2,3 y el grupo hidroxilo en posicién 4 es

la responsable de que flavanoles y flavanonas sean antioxidantes mas débiles.
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Como quelantes de metales, requiere la presencia de grupos hidroxilos cercanos en
el anillo aromatico. De este modo, los o-dihidroxifenoles son secuestradores efectivos
de iones metalicos e inhiben la generacién de radicales libres por la reaccién de
Fenton, ya que esta estructura junto con los grupos 4-oxo-5-hidroxi asi como 4-o0xo, 3-

hidroxi son los sitios de union de los metales de transicion (Rice-Evans y cols., 1996).

Ademas de las caracteristicas estructurales, otro factor que afecta a la capacidad
antioxidante de los compuestos fendlicos es el grado de polimerizacion. Asi, los
compuestos poliméricos son mas potentes como antioxidantes que los monémeros. Al
ser compuestos fendlicos con un elevado nimero de grupos hidroxilo en sus
estructuras moleculares muestran una mayor actividad antioxidante in vitro (Rice-
Evans y cols., 1997). La presencia de sustituyentes voluminosos en los anillos, que
inducen la donacion de electrones, aumenta la efectividad como antioxidantes de los
compuestos fendlicos al disminuir la fuerza de los enlaces O-H. Por otro lado, el
impedimento estérico generado por los sustituyentes en la region del radical,
disminuye la velocidad de las reacciones de propagacion en la que esta implicado el
propio radical fenoxilo, contribuyendo a su estabilizacion (Robards y cols., 1999). Asi
la actividad para captar O, aumenta con el grado de polimerizacion y los dimeros de

acido ferdlico inhiben la peroxidacion lipidica en mayor extension que los monémeros.

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos también va estar
determinada por su solubilidad relativa en fase acuosa o lipofilica. La solubilidad
dependen en gran medida de su estructura y de los sustituyentes asociados (grupos
hidroxilo, azUcares, metoxilo, etc.). Asi, la unidn de azlcares hace que los compuestos
fendlicos sedn mas hidrosolubles pero disminuye su actividad antioxidante (Rice-
Evans y cols., 1997). La solubilidad determinara la biodisponibilidad de los compuestos
fendlicos asi como su distribucion en los organismos a ambientes mas acuosos,

compuestos hidrofilicos 0 ambientes lipidicos como las membranas celulares.

Otro mecanismo de accion, es actuar inhibiendo la accién de enzimas como la
lipooxigenasa, la ciclooxigenasa, la mieloperoxidasa, la NADPH oxidasa y la xantina
oxidasa, evitando la generacién de especies reactivas del oxigeno in vivo (Davalos y
cols., 2009; Du y cols., 2009; Koeberle y cols., 2009; Lavelli V, 2008; Leifert y cols.,
2008). Por otra parte, se ha podido conocer que también inhiben enzimas involucradas
indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2, al mismo tiempo
gque estimulan otras con reconocidas propiedades antioxidantes como la catalasa y la
superoxido dismutasa (Aruna-Devi y cols., 2010; Fernandez-Pachon y cols., 2009). De

esta forma los compuestos fendlicos interfieren tanto en las reacciones de propagacion
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de radicales libres como en la formacion del radical en si. Son distintos estudios los
que obtienen una correlacion lineal y positiva entre la capacidad antioxidante total de
los alimentos y su contenido en polifenoles (Bellion y cols., 2010; Wolfe y cols., 2008;

Rivero y cols., 2005).

2.1.4.2.2.3. Efecto prooxidante de los compuestos f  endlicos

Paraddgjicamente, algunos compuestos fendlicos han sido directamente
relacionados con una actividad prooxidante (Galati y cols., 2002). Las mismas
propiedades que confieren la actividad antioxidante de los flavonoides determinan que
tengan efectos prooxidantes, lo que puede implicar un potencial téxico (Lambert y
cols., 2007). La actividad prooxidante fue directamente relacionada con un incremento
en el nimero de grupos hidroxilos (Cao y cols., 1997), sin embargo, otros estudios
sugieren que la presencia de un grupo pirogalol, en el anillo A o en el anillo C de los
flavonoides, es el factor clave capaz de inducir la formacién de H,O, (Hodnick y cols.,
1986) y en algunos casos la presencia de RNOS, provocar incluso lesiones en el DNA
(Ohshima y cols., 1998). Existen evidencias de que el enlace insaturado entre el
carbono 2 y 3 junto con la funcién oxo del anillo C de las flavonas también puede

promover la formacién de ROS en medios en presencia de Cu*? (Cao y cols., 1997).

Los mecanismos en los que se basa este efecto son la formacién de un radical
aroxilo labil (Cadenas, 2008) (Figura 2.16). La reaccion de autoxidacion comporta la
formacién del radical superéxido que, por accién de la superoxido dismutasa (SOD),
produce peroxido de hidrégeno que en la célula debe ser eliminado via catalasa o
glutation peroxidasa. Si no se elimina, puede producir radicales hidroxilo. El caracter
antioxidante y prooxidante viene determinado por la estabilidad del radical formado a
partir del flavonoide original. Estos mecanismos pueden constituir la base de ciertas
acciones mutagénicas y citotoxicas de los flavonoides. Muchos estudios ponen de
manifiesto la dualidad de los flavonoides en los procesos de mutagénesis y

carcinogénesis.

Pueden actuar como antioxidantes/prooxidante y antimutagénicos/promutagénicos,
dependiendo de los niveles consumidos y de las condiciones fisiologicas del
organismo. Una exposicion a niveles demasiado altos de flavonoides puede saturar el
organismo provocando la formacién de ROS, llegando incluso a dafiar el DNA o
enzimas asociadas a €l (Skibola y Smith, 2000). Algunos de estos efectos
prooxidantes son, entre otros la induccién de la apoptosis, citotoxicidad, reduccion de
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la activacion de los factores de transcripcion (como AP-1) y la expresién de moléculas
de adhesion (como ICAM-1), suprimir la proliferacion celular y la activacion de la
proteina quinasa e inhibir el crecimiento celular (Nameikaite-Cenieré y cols., 2005;
Schmidt y cols., 2005;).

FI(OH) + R —> FI(O) + RH
Flavonoide Radical Radical
aroxilo débil

o)
v
FIO) + 0y

Radical
superoxido

SOD l
CAT o GPx

H202 = Eliminacion

Autooxidacion

FIOH) + Fe — FI(OH/™*Fe —» +Fe
Flavonoide Complejo hierro
flavonoide redox labil

Dafio oxidativo

Radical
hidroxilo

Figura 2.16. Mecanismos prooxidantes de los flavonoides

Generalmente son necesarias altas concentraciones de flavonoides para desarrollar
mutagenidad y citotoxicidad. Estas concentraciones no pueden ser alcanzadas
fisiologicamente a través de la dieta, pero el uso de suplementos, como antioxidantes
y mezclas de hierbas pueden suponer un nivel de exposicién potencialmente tdxico

(Skibola y Smith, 2000). Por otro lado, la conjugacion que sufren los grupos hidroxilos
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in vivo atenlia el comportamiento prooxidante de los flavonoides (Zhu y cols., 1994) y
se ha observado in vitro que la vitamina C atenda la formacién de ROS debida a los
flavonoides (Ratty y cols., 1988), por lo que se podria pensar que la actividad
prooxidante de algunos flavonoides observada in vitro quizds in vivo pueda ser

modulada.

2.1.4.2.2.4. Efectos de los compuestos fendlicos so  bre la salud

Los compuestos fendlicos han estado recibiendo cada vez mayor interés por parte
de los consumidores y los fabricantes ya que numerosos estudios epidemiolégicos y
estudios in vitro, e in vivo han demostrado que el consumo de alimentos con
capacidad antioxidante, muestran un efecto beneficioso para la salud y contribuyen a
la prevencion de procesos degenerativos, en particular, a reducir la tasa de incidencia
y de mortalidad por enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, obesidad,
diabetes y cancer (Foschi y cols., 2010; Fung y cols., 2009; Martinez-Gonzalez y cols.,
2008; Duthie y cols., 2006; Méndez y cols., 2006;). Muchos de los beneficios
asignados a la dieta pueden ser debidos a la actividad sinérgica entre los compuestos

antioxidantes ingeridos (Rahman, 2009).

Son numerosos los trabajos que muestran una correlacién positiva entre la
actividad antioxidante y contenido de polifenoles totales en distintos alimentos y
bebidas como el zumo de pomelo (lgual y cols., 2010; Gorinstein y cols., 2004,
Proteggente y cols., 2002). Ademas, algunos autores sugieren que la capacidad
antioxidante esta relacionado con el tipo de compuestos fendlicos presente en dichos
alimentos o bebidas. Frutas con una alta capacidad antioxidante generalmente
muestran un alto contenido en sustancias antioxidantes, especialmente compuestos
fendlicos y especificamente flavonoides (Tavirini y cols., 2008). Los flavonoides de las
frutas citricas parecen estar asociados con un menor riesgo de algunas enfermedades

crénicas, con un aumento de la supervivencia.

Un gran nimero de estudios pone de manifiesto que los biomarcadores del riesgo
cardiovascular estan influenciados por el consumo de alimentos ricos en polifenoles. El
consumo de bebidas como zumos, vino 0 té muestra efectos significativos en la
prevencién de enfermedades cardiovasculares (Codofier-Franch y cols., 2010; Vita,
2005). Entre los efectos antioxidantes mas estudiados esta su capacidad de inhibir la
oxidacién de las lipoproteinas LDL, la agregacion plaquetaria y el dafio a eritrocitos
(Cheynier, 2005), previniendo de esta forma las enfermedades cardiovasculares y
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cerebrovasculares (Martinez Alvarez y cols., 2009; Codofier-Franch y cols., 2008).
Asimismo, el cacao y ciertos tipos de chocolates también reducen el riesgo de dichos

procesos cardiovasculares (Keen y cols., 2005).

En relacion a su actividad anticarcinogénica, actian como inhibidores en procesos
cancerigenos en los distintos niveles de la oncogénesis y progresion tumoral. En
estudios epidemiolégicos se ha demostrado que una ingesta elevada de frutas y
hortalizas, ricas en polifenoles parece asociarse a una disminucion de la incidencia de
los canceres humanos mas frecuentes: pulmén, colén, prostata, mama y linfomas
(Thompson y cols., 2010; Neuhouser, 2004). Ademas de los datos epidemiolégicos,
existen numerosos estudios de laboratorio, fundamentalmente in vitro, donde se
demuestran efectos anticancerigenos potenciales de los compuestos fendlicos de la
dieta. Un ejemplo lo tenemos en el té y sus derivados, que han demostrado efectos
anticarcinogénicos, en distintos érganos como la piel, los pulmones, la cavidad oral, el
eséfago, el estdbmago, el higado, el pancreas, el intestino delgado, el colon y la
préstata (Sukhthankar y cols.,, 2010; Yang y cols., 2009; Butt y cols., 2009;
Thangapazham y cols., 2007). Esta actividad anticarcinogénica es comldn a otros
compuestos fendlicos, como la curcumina, genisteina y quercetina. Otros polifenoles
como las isoflavonas son fitoestrogenos y se ha demostrado que juegan un importante
papel en la prevencion del cancer de mama y en la osteoporosis (Adlercreutz y Mazur,
1997).

Los compuestos fendlicos del té son potentes antioxidantes in vitro, pero esta
capacidad sélo se relaciona parcialmente con su efecto anticanceroso en algunos
casos (Xu y cols., 1992; Frei y Higdon, 2003). Algunos estudios sugieren que el efecto
de muerte celular inducida por estos compuestos es debido a que son prooxidantes,
por ejemplo, la EGCG (Epigallocatequina-3-galato) induce la apoptosis, no la inhibicién
del crecimiento tumoral (Azam y cols., 2004). De hecho, cuando se afadié EGCG a los

cultivos celulares, se observé la produccion de H,O, (Hong y cols., 2002).

Algunos compuestos fendlicos son considerados como agentes quimicos que
previenen el cancer debido a que inhiben la activacion de carcinégenos, un proceso
normalmente catalizado por el sistema citocromo P450. Otros, son considerados
agentes quimiopreventivos porque inducen las enzimas de Fase I, que facilita la
eliminaciéon de ciertos agentes carcinégenos o de intermediarios reactivos (Galli,
2007).
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La investigacion sobre los efectos neuroprotectores de los polifenoles procedentes
de la dieta se ha desarrollado considerablemente. Estos compuestos son capaces de
proteger las células neuronales en diversos ensayos in vivo e in vitro (Ramassamy,
2006). Muchos estudios epidemiolégicos han documentado la influencia de los habitos
dietéticos y antioxidantes en la incidencia de trastornos neurodegenerativos como la
enfermedad de Alzheimer, otros estudios, indican que el consumo de frutas y verduras
gue contienen altas concentraciones de polifenoles, por lo menos tres veces por
semana, puede desempefiar un importante papel en retrasar la aparicion de la
enfermedad de Alzheimer, sobre todo en los portadores del alelo ApoE4 (Dai y cols.,
2006). Se ha establecido una asociacion entre la dieta mediterranea (MEDI) y menor
riesgo de enfermedad de Alzheimer (Scarmeas y cols., 2006). Por otro lado, ha
guedado claro que los mecanismos de accién de estos polifenoles van mas alla de su

actividad antioxidante y la atenuacion del estrés oxidativo.

Gran parte del efecto protector de los flavonoides se ha atribuido a su actividad
antioxidante por neutralizacién o secuestro de radicales libres; pero cada vez hay mas
estudios que evidencian los efectos saludables de los polifenoles pueden estar
mediados por sus interacciones con proteinas especificas de las cascadas de
sefializacion intracelular (Virgili y cols., 2008), las cuales inhiben la sintesis de
moléculas inflamatorias, la formacion de radicales libres, dafio nuclear e inducen la
expresion de enzimas antioxidantes (Tufion y cols., 2009). Muchos de estos
compuestos interfieren en la regulacion de las sefiales de transduccion a distintos
niveles, modulando las actividades de los factores de crecimiento hormonal, inhibiendo
oncogenes, y/o activando los genes supresores de tumores. Entre la vias de
transduccion de sefales, que pueden regular los polifenoles se encuentran la NF-kB,
MAPKSs, PI3K/Akt, B - catenina, y Nrf2 que son fundamentales para regular el sistema
de defensa enzimatico como la hemo oxigenasa-1 (HO-1), NADPH: quinona
oxidorreductasa (NQO1), glutatién S-transferasa (GST), UDP glucuronosil transferasa,
tiorredoxina, ferritina, metalotioneina e INOS (Roy y cols., 2010; Romier-Crouzet,
2009; Oak y cols., 2003). Los flavonoides también inhiben el dafio oxidativo al ADN, y
favorecen su reparacion, reduciendo de esta forma los marcadores de proliferacion
celular, la metastasis y la angiogénesis. Esta capacidad reguladora de los flavonoides
sobre las vias de sefializacion celular estd relacionada con diversas funciones
celulares, implicadas en la defensa de la célula resultando en acciones

neuroprotectoras, cardioprotectoras y quimiopreventivas.
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Estos estudios justifican el creciente interés por los polifenoles, como compuestos
bioactivos de los alimentos y la evidencia de su papel en la prevencion de distintas
enfermedades esta emergiendo, asi como su uso en el desarrollo de alimentos

funcionales.

Numerosos factores genéticos, ambientales y tecnoldgicos pueden afectar a la
concentracion de los compuestos fenélicos en los alimentos, algunos de los cuales
pueden ser controlados para optimizar el contenido en los alimentos. Estos efectos de
los polifenoles sobre la salud, dependen tanto de la ingesta como de su
biodisponibilidad, las cuales pueden variar enormemente (Manach y cols., 2004). Una
de las posibilidades para aumentar la biodisponibilidad de los compuestos fendlicos se
puede llevar a cabo mediante las aplicaciones de diferentes tecnologias que
conserven o mejoren la biodisponibilidad de dichos compuestos durante los procesos

de elaboracién y procesado (Lima y cols., 2009).

2.1.5. EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante de un alimento esta relacionada con su composicion y
mide los moles de radicales libres capturados por una solucién de antioxidantes,
independientemente de la actividad antioxidante de los componentes individualizados
(Ghiselli y cols., 2000) a diferencia de la actividad antioxidante que mide la relacién
constante de un antioxidante sencillo frente a un radical libre. Debido a la variedad de
agentes oxidantes y de los diferentes mecanismos antioxidantes, en la actualidad no
existe un solo método de medida para evaluar la capacidad antioxidante de un
alimento o su efecto protector sobre las biomoléculas lo cual hace necesario el aplicar
diferentes ensayos para generar un perfil sobre la capacidad antioxidante del

compuesto o alimento (Rivero y cols., 2008; Schlesier y cols., 2002).

Los métodos que evallan la capacidad antioxidante pueden estar basados en dos
tipos de reacciones HAT (hydrogen atom transfer) que miden la habilidad de un
antioxidante para estabilizar los radicales libres por transferencia de un atomo de
hidrégeno y ensayos basados en reacciones SET (single electron transfer) que miden
la capacidad potencial de un antioxidante de transferir un electrén para reducir un

compuesto incluyendo metales, grupos carbonilo y radicales (Huang y cols., 2005).

Existen numerosos métodos para medir la capacidad antioxidante de los alimentos
(Prior y cols., 2005). Estos se pueden basar en métodos quimicos que miden la
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capacidad de un alimento de estabilizar un radical libre, donde se incluyen los métodos
que evallan la llamada capacidad antioxidante total frente a radicales estables
generados quimicamente y los que miden la capacidad scavenger frente a ROS y RNS
y en métodos biolégicos en los que se cuantifica la habilidad de los antioxidantes
para inhibir el dafio generado por un radical libre, incluyen los biomarcadores de estrés

oxidativo, indicadores del dafio oxidativo a biomoléculas.

2.1.5.1. Capacidad antioxidante expresada en equiva lentes de Trolox

El ensayo ABTS (2,2-azinobis-(3-ethyl-benzothiazoline-6-sulphonic acid)) fue
descrito por Miller y Rice-Evans (1993) y esta basado en la capacidad antioxidante del
la muestra problema para reducir el radical ABTS*. Como patrén se emplea el acido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico  (Trolox), un analogo sintético

hidrosoluble de la vitamina E.

Han sido varias las modificaciones realizadas sobre el método original que se han
centrado en el modo de generar el radical, usandose reacciones enzimaticas con
metamioglobina (Miller y cols., 1993), peroxidasa (Arnao y cols., 1996), hemoglobina
(Cano y cols., 2002) o con diéxido de manganeso (Miller y Rice-Evans, 1997), con

ABAP (Van den Berg y cols., 1999) o persulfato potasico (Re y cols., 1999).

Este método ha sido utilizado para medir antioxidantes hidrofilicos en un medio
tamponado y lipofilicos en solventes organicos como diclorometano o acetona. Sin
embargo las reacciones en agua aparentemente se ven favorecidas por este método y

permiten medir ambos tipos de antioxidantes (Pulido y cols., 2003).

A parte del método descrito previamente, en la bibliografia se detallan otros, el
método DPPH es un método sencillo que se basa en la reduccion del radical DPPH
(2,2 -difenil-1-picrilhidracil) por captacion de un atomo de hidrégeno al afadir el
antioxidante. Se emplea sobre todo para determinar la eficacia antiradicalaria de
compuestos fendlicos (Magalhaes y cols., 2008). EI DPPH es un buen método para
medir la capacidad antioxidante en fracciones o alimentos. No obstante, algunos
antioxidantes que presentan un espectro de absorcion similar al del radical, como es el

caso de los carotenoides, pueden causar interferencias (Prior y cols., 2005).

El ensayo ORAC (oxygen radical absorbance capacity) mide la degradacion

oxidativa de una molécula fluorescente como la fluoresceina sometida a un flujo
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constante de radicales peroxilo generados por el AAPH. La proteccion ejercida por los
antioxidantes se cuantifica a través de la fluorescencia (Magalhaes y cols., 2008). Este
método se ha empleado en el andlisis de plasma, sin embargo presenta el

inconveniente de sobrevalorar a los antioxidantes mas débiles (Huang y cols., 2005).

2.1.5.2. Actividad reductora del hierro férrico/pod er antioxidante. Ensayo
FRAP

Este método fue desarrollado por Benzie y Strain (1996) para medir el poder
reductor del plasma, y posteriormente ha sido adaptado para el analisis de la
capacidad antioxidante en alimentos. EI mecanismo basico de reaccién es la
transferencia de electrones (SET) y es un método especialmente indicado para

antioxidantes de naturaleza hidrofilica.

El método determina la capacidad de la muestra para reducir un complejo de hierro
férrico con la molécula TPTZ (ferric 2,4,6-tripyridyl-S-triazine) a su forma ferrosa,
dando un compuesto coloreado que puede cuantificarse espectrofotométricamente a
595 nm y los resultados son expresados en equivalentes de Fe (ll).El poder reductor
de los compuestos fendlicos se asocia con el nimero de grupos hidroxilo y el grado de

conjugacion de la molécula.

Otro método es el CUPRAC (Cooper Reduction Antioxidant Capacity) similar a
FRAP pero usando de base Cobre (Il) (Gorinstein y cols., 2008; Apak y cols., 2007;
2004).

2.1.5.3. Evaluacion de la capacidad estabilizadora  de radicales

Capacidad estabilizadora del radical superédxido: El método mas utilizado para
evaluar la capacidad estabilizadora del radical superéxido de un alimento es el empleo
de un sistema no enzimatico que usa el complejo 5-metilfenacin metosulfato (PMS-R3-
NADH) (Liu y cols., 1997). En este método, el compuesto con capacidad antioxidante
inhibe la produccion de sal de formazan generada a partir de la reduccion del nitro azul
tetrazolio (NBT) por el radical superéxido, compuesto que es cuantificable

espectrofotométricamente a 560 nm.

La actividad scavenger de un antioxidante frente al radical superdxido puede
también puede ser medida en un sistema enzimético hipoxantina-xantina oxidasa
(HX/XO) determinando la inhibicion en la generacion del radical (Robak y cols., 1988).
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Capacidad estabilizadora del radical hidroxilo: Los métodos se basan en generar el
radical hidroxilo a través de reacciones de Fenton o Haber-Weiss utilizando metales de
transicion como el Fe o el Cu. El método mas utlizado es el ensayo de la
desoxirribosa, que emplea el acido ascérbico y metales de transicion como el Fe o Cu
para generar el radical hidroxilo en presencia de EDTA (Halliwell, 1990; Aruoma y
cols., 1993). Este radical ataca al azlcar, desoxirribosa, que se degrada en una serie
de fragmentos. Estos reaccionan con &cido tiobarbitdrico (TBA) a 100°C en medio
acido, dando lugar a un croméforo rosa, cuya formacion es proporcional a la cantidad

de azlcar degradado.

Muchos antioxidantes pueden actuar como estabilizadores o quelantes y para
evaluar si actlan a través de uno u otro mecanismo se realiza el estudio en presencia
y ausencia de un quelante como el EDTA (Aruoma, 1994) o generando el radical
hidroxilo sin metales usando H,O,/NaOH/DMSO (Yamaguchi y cols., 1999).

2.1.5.4. Evaluacion de Biomarcadores del dafio oxida  tivo a biomoléculas

La capacidad de un alimento o compuesto de inhibir el dafio oxidativo a proteinas,
aminoacidos, lipidos o acidos nucleicos se puede evaluar a través de la cuantificacion
de biomarcadores. Un biomarcador tiene que ser el principal producto de modificacién
oxidativa que pueda estar implicado directamente en el desarrollo de una enfermedad,
un producto estable y no susceptible a modificaciones durante el ensayo. Ademas,
tiene que ser medido por un ensayo que sea especifico, sensible, reproducible y

robusto (Zwart y cols., 1999).

El estudio de la peroxidacion lipidica esta relacionado con el desarrollo y progresién
de la aterosclerosis y otras enfermedades cronicas (Finsterer, 2007; Uchida, 2007;
Tavridou y cols., 2006), el dafio oxidativo a proteinas con diferentes enfermedades
entre ellas las neurodegenerativas y los biomarcadores de dafio oxidativo al DNA son

marcadores de carcinogénesis (Bocchetti y cols., 2008; Buthbumrung y cols., 2008).

Biomarcadores de la oxidacién a lipidos: El proceso de peroxidacion lipidica

engloba una serie de reacciones en cascada entre cuyos productos se encuentran
hidroperoxidos y aldehidos, para los cuales existen diferentes ensayos para su
cuantificacion. De los diferentes métodos para evaluar el dafio oxidativo a lipidos, el
mas ampliamente usado es el que mide el malondialdehido (MDA) en presencia de

acido tiobarbitarico (TBARS). La medida puede realizarse espectrofotométricamente o
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por fluorescencia (Draper y cols., 1993; Janero 1990).

Biomarcadores del dafio al DNA: La oxidacion del DNA da lugar a diferentes

productos de oxidacion bases nitrogenadas, asi como a la escision de las hebras que
componen la doble hélice. Asi, la capacidad de un compuesto de inhibir la rotura de
las hebras de DNA se puede seguir “in vitro” mediante electroforesis en gel. El dafio
oxidativo se puede visualizar en funcién del desplazamiento de las hebras de DNA en
el gel en presencia y ausencia del agente oxidante. Otro método también utilizado es
el llamado ensayo cometa, que mide el dafio oxidativo al DNA en células, siendo un
método muy sensible para detectar la rotura de la cadena de DNA (Singh y cols.,
1988).

Como biomarcador del dafio oxidativo a las bases nitrogenadas del DNA se utiliza
la base modificada, 8-hidroxi -2°-deoxiguanosina (8-OHdG) es una de las lesiones mas
criticas del dafio oxidativo al DNA y sus niveles in vivo estan relacionados con los

procesos carcinogénicos.

Biomarcadores de la oxidacibn a proteinas: Las proteinas son también

susceptibles al dafio oxidativo por ROS o RNS, y los productos formados como
consecuencia de su oxidaciébn son quimicamente muy diversos. Entre las
modificaciones originadas resultado de su oxidacién una de las mas comunes es la
aparicion de grupos carbonilo (Levine y cols., 1990) siendo su acumulacion
considerado un marcador de dafio oxidativo a proteinas en diferentes patologias
(Shinall y cols., 2005; Berlett y Stadtman, 1997; Dean y cols., 1997). Estos grupos son
producidos sobre las cadenas laterales de las proteinas cuando estan oxidadas, dando
lugar a grupos quimicos estables que son facilmente detectables. Otros métodos para
cuantificar el dafio a proteinas evalian el dafio oxidativo a grupos tiol, o la oxidacién
de aminoacidos como tirosina o triptéfano, bien sea radiolitica o inducida por metales

de transicion (Huggins y cols., 1993).

2.2. ZUMO DE POMELO: COMPUESTOS BIOACTIVOS Y TECNIC AS DE
DESAMARGADO

2.2.1. ASPECTOS GENERALES

La producciéon mundial de frutas esta liderada por los citricos, con una produccién
anual de aproximadamente 102 millones de toneladas. No se conoce con exactitud el

origen del pomelo, clasificado como Citrus paradisi Macf. (Citrus Pages, 2009), aunque
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numerosas investigaciones sefialan que se trata de una hibridacién natural entre el
naranjo dulce y el pummelo (una especie diferente), producido en el Caribe y que
posteriormente su cultivo se extendié a los Estados Unidos, donde se comienza su
produccién a gran escala. A dia de hoy, el cultivo de pomelo se lleva a cabo en
numerosos paises tropicales y subtropicales y representa el tercer lugar en
importancia después de naranja y mandarina, donde el 26 % se destina al consumo

procesado.

Todas las variedades de pomelo (Figura 2.17) surgieron a partir de numerosas
hibridaciones, cada una de ellas se puede clasificar dependiendo de la tonalidad de su
pulpa (Moore, 2001). De forma general, las variedades de pomelo pueden clasificarse
en dos grupos, las variedades blancas o comunes que tienen la pulpa de color
amarillo, entre ellas podemos distinguir las variedades Duncan y Marsh, siendo esta
Gltima la mas importante. Un segundo grupo engloba las variedades pigmentadas, con
una pulpa de un tono rojizo debido al licopeno, y que estan adquiriendo mayor
popularidad entre los consumidores, entre las que destacamos las variedades

Burgundy, Ruby, Star Ruby, Thomson o Pink Marsh.

Duncan, Walters

(seedy, white)
Marsh Foster
(seadiess, white) (seeady, pink)
. / \\\
- Redblush [
(seedlass, red)
Thompson Ruby, Ray Auby, Flame .
{seedless, pink) (seadlass, very red)

TAENDS in Genehics

Figura 2.17 . Variedades de pomelos (Moore, 2001)

La variedad seleccionada en este trabajo es la Star Ruby por ser la comercialmente
disponible, que presenta una coloracion tanto interior como exterior mas oscura y por

ello méas atractiva.
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2.2.2. COMPUESTOS BIOACTIVOS EN EL POMELO

El pomelo se caracteriza por la presencia de compuestos bioactivos como acido
ascorbico, carotenoides, flavonoides, en particular, la naringina, que se encuentra en
abundancia en el zumo (Hsia y cols., 2008; Yu y cols., 2005), y esteroles como el 3-

sitoesterol, campesterol y estigmasterol.

Sus propiedades y efectos beneficiosos sobre la salud han sido asociados a estos
componentes, debido a sus caracteristicas antioxidantes naturales (Marti y cols., 2009;
Ribeiro y cols., 2008; Xu y cols., 2008). Muchos autores han constatado el papel de los
citricos en la prevencién de enfermedades, tales como diabetes, enfermedades
neurodegenerativas, enfermedades cardiovasculares, y ciertos tipos de cancer (Foschi
y cols., 2010; Thompson y cols., 2010; Diaz-Juarez y cols., 2009; Benavente-Garcia y
cols., 2008; Poulose y cols., 2005).

2.2.2.1. Compuestos fendlicos

La distribucion cuantitativa de los compuestos fendlicos en los citricos varia entre
los diferentes 6rganos de la planta y las diferentes especies (Tripoli y cols., 2007).
Esta variabilidad esta condicionada por la genética y por otros factores como la
climatologia, el grado de madurez, la posicién del arbol, el origen y las préacticas
agricolas. En el caso de los productos procesados, el contenido de flavonoides estara
condicionado por el tipo de procesado tecnolégico que se utilice (Robards y
Antolovich, 1997).

Hasta la actualidad, en los citricos Citrus sp, han sido identificados mas de 60
flavonoides y la mayoria pueden ser clasificados en tres grupos: flavanonas, flavonas y
flavonoles (Tabla 2.2) (Benavente-Garcia y cols., 1997), ademas de otros compuestos

fendlicos (acidos fendlicos, etc) que también estan presentes en los citricos.

Los principales flavonoides presentes en el zumo de pomelo, variedad grapefruit
(Citrus paradisi Macf.) son la naringina (Ting, 1958), narirutina, hesperidina,

neohesperidina, didimina y poncirina (Hagen y cols., 1966; Versteeg y cols., 1977).

Las flavanonas son los flavonoides mas abundantes de los citricos, representan el
98% de los flavonoides en el pomelo (Peterson y cols., 2006). Las flavanonas son
débilmente acidas y pueden ser facilmente convertidas a chalconas en medio alcalino
0 acido (Tomas-Barberan y cols.,, 2000). Se encuentran como un par de
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diasteroisomeros, debido a la presencia de un centro quiral en la aglicona (C-2) y un

residuo de azlcar 6pticamente activo.

Las flavanonas en los citricos estan presentes en forma de glucésidos o como
agliconas. Sin embargo, en los zumos estan presentes principalmente como sus
derivados glicosilicos unidos a azlUcares mediante uniones O-heterosidicas y con

menor frecuencia C-heterosidicas (Justasen y cols., 1998).

Tabla 2.2 Caracteristicas estructurales de los flavonoides de citricos (Tripoli y cols., 2007).

Compounds Structural formula Molecular weight Molecular formula

Flavanone aglycone forms

Rs
o
Ry o
Naringenin R, =OH; R, = OH; R; = H; Ry = OH 271 Da Cs0sHy,
Hesperetin R, =OH; R, = OH; R; = OH; R, = OCH3 288 Da C506H3
Isosakuranetin R; =OH; R, =OH; R; =H; R, = OCH3 285 Da C60sH;3
Heridictyol R, =OH; R, =0OH; R; =0H; R, =OH 287 Da C506H |,
Flavone and flavonol aglycone forms
Ry
©/R4
Apigenin R;=O0OH; R, =0OH; R;=H; R4y=OH; Rs=H 270 Da C,5s0sH;o
Luteolin R, =OH; R, =0OH; R; =OH; R, =OH; Rs =H 286 Da C506H,0
Diosmetin R; =OH; R, = OH; R; =0OH; R, =OCHj; Rs=H 288 Da C506H;>
Quercetin R, =OH; R, = OH; R; =OH; R4 =OH; Rs = OH 302 Da C5s07Hyo
Kémpferol R, =OH; R, = OH; R; = H; Ry = OH; Rs = OH 286 Da C506H;¢
Flavanone neohesperidoside forms
Ry

. R, ©
Naringin R, =OH; R; =H; R, = OH 604 Da C590,4H3;
Neohesperidin R, =OH; R; = OH; Ry, =0OCH3 634 Da C;300;5H34
Poncirin R, = OH; Ry = H; R4y = OCH3 588 Da C590;3H35
Neoeriocitrin R, =OH; R3; = OH; Ry, = OH 620 Da C»90;5H3,
Flavanone rutinside forms

Rs
on__ S Ry
b @ A ; oA
" OH ©

Narirutin R;=H; Ry;=OH 551 Da C590;H>;
Hesperidin R; = OH; Ry = OCH; 583 Da C;p O, Hyy
Didymin R;=H; R, = OCH; 567 Da Csp Oy Hyy
Eriocitrin R;=OH; Ry =OH 571 Da Cs9 Oy, Hyy
Diosmin R; = OH; Ry = OCH; 583 Da C;p Oy, Hy,
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Las formas glicosiladas se clasifican en dos tipos de di-glucdsidos:
neohesperidésidos (ramnosa- a-1,2 glucosa) y rutindsidos (ramnosa- a-1,6 glucosa).
En general, las distintas variedades de citricos difieren en la presencia de rutinésidos o
neohesperidésidos, asi por ejemplo el limén (Citrus limén) y la naranja dulce (Citrus
sinensis) contiene rutindsidos, la naranja agria (Citrus aurantium) neohesperiddsidos
mientras que en el pomelo (Citrus paradisi) se encuentran presentes tanto rutindsidos
como neohesperiddsidos, entre ellos, narirutina, naringina, hesperidina,
neohesperidina son las principales flavanonas glicosiladas en el zumo de pomelo. La
naringina es la mas abundante y estd presente en concentraciones muy altas, que
varian dependiendo de la zona del pomelo, en concreto en la variedad Marsh el
contenido es de 2700, 1270, 1130 y 994 mg/100g fruta en el albedo, vesiculas de
zumo, segmento de la epidermis y en el flavedo, respectivamente (Nogata y cols.,
2006) a diferencia de los demas frutos citricos que tienen pequefias cantidades de

naringina glicosilada (Bocco y cols., 1997; Yusof y cols., 1990).

Por otra parte, los zumos de citricos también contienen pequefias cantidades de
flavonas C-heterdsidos, con sustituciones en C-6 o C-8, o en ambas posiciones
(Gattuso y cols., 2007; Tripoli y cols., 2007). Estos azlcares determinan un
comportamiento organoléptico diferente en las frutas, asi como en sus zumos, de
forma tal que los B-neohesperidésidos, presentes en los pomelos, son intensamente
amargos (Garg y cols., 2001), mientras que B-rutinésidos, presentes en los limones,
son insipidos (Peterson y cols., 2006). La estabilidad frente a soluciones alcalinas
calientes también depende de los glicésidos pues los B-neohesperidosidos son

estables, mientras que sus isomeros no lo son.

En relacién a la solubilidad en medio acuoso de los flavonoides depende de la
presencia en su estructura de una proporcion suficiente de grupos polares. Asi, la
solubilidad se incrementa en la medida que aumenta el nimero de grupos hidroxilos y
disminuye cuando estos estan metilados. La presencia en posicion 4 de un carbonilo
que puede interaccionar con el grupo hidroxilo de la posiciéon 5, disminuye la
solubilidad en agua. Sin embargo, la adicion de glucésidos en los flavonoides

incrementa su solubilidad en agua (Pino, 1997).

Ademas, de las flavanonas, en el pomelo estan presentes flavonoles como la
quercitina y polimetoxiflavonas (nobiletina, heptametoxiflavona y tangeretina), aunque
la presencia de estos compuestos en el pomelo es minoritaria y se encuentran en

concentraciones muy inferiores a las de las flavanonas (Ortufio y cols., 2006).
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En cuanto a los compuestos fendlicos simples, los acidos fenolicos estan presentes
en concentraciones muy bajas (Rapisarda y cols., 2003), entre ellos se han detectado
acidos hidroxicinamicos (cafeico, p-cumarico, ferdlico, y sinapico) (Wang y cols., 2008;
2007; Robbins y cols., 2003; Manthey y cols.,, 2001) y acidos benzoicos

(protocatécuico, p-hidroxibenzoico y vainilico) (Xu y cols., 2008).

Otros compuestos fendlicos que forman parte del zumo de pomelo son las
furanocumarinas (bergamotina, 6',7'-dihidroxibergamotina, 6”7 -epoxibergamotina y 7-
geraniloxicoumarina) (Manthey y cols., 2005) y la limonina que es una furanolactona
presente en todos los zumos de citricos (Rousseff y cols., 2009), aunque se
encuentran en concentraciones por debajo de los umbrales del sabor para las

variedades de citricos maduros, de mayor interés comercial.
2.2.2.2. Vitaminas y carotenoides en el pomelo

En relacion a la vitamina C, Vinson y Bose (1988) subrayaron la importancia del
acido ascorbico como componente natural en el zumo de citricos, donde otros
compuestos naturales presentes en el zumo, como los flavonoides, potencian la
biodisponibilidad de este acido. Otras vitaminas A y B (B1, B2, B3, B6 y B9) también

estan presentes en el zumo de pomelo, pero en cantidades menores.

Los pomelos (Citrus paradisi) son los citricos con el mayor nimero de hibridos de
color rojo (méas de 10), debido a la presencia de carotenoides como el licopeno y -
caroteno, que fueron identificados entre los afios 1930 y 1950. Lee (2000) identifico la
presencia de otros carotenoides como el fitoflueno y ¢-caroteno en el zumo de pomelo
rojo. Estos compuestos no estan distribuidos uniformemente, su composicién en los
citricos varia mucho dependiendo de las distintas variedades y del tejido (Xu y cols.,
2006). Por ejemplo, la luteina se observo en la piel de las toronjas y pomelos pero no
en los tejidos de naranja. Ademas el contenido de carotenoides en pomelos de la
variedad Marsh es muy escaso, mientras que en los hibridos de color rojo su

contenido es casi 800 veces mayor.

2.2.3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS COMPUESTOS BIO ACTIVOS DEL
POMELO

La capacidad antioxidante de los citricos se atribuye principalmente al &cido
ascorbico y a los compuestos fendlicos. Xu y cols. (2008), sefialaron que la
contribucion del acido ascorbico a la capacidad antioxidante total de los zumos de
citricos era del 50% en concordancia con estudios realizados anteriormente (Del Caro
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y cols., 2004; Yoo y cols., 2004; Arena y cols., 2001; Gardner y cols., 2000). Sin
embargo, otros estudios sugieren que son los compuestos fendlicos los que mas
contribuyen a la capacidad antioxidante total de los citricos (Igual y cols., 2010; Tripoli
y cols., 2007). Parece que algunos factores tales como las diferentes variedades de
citricos, el grado de madurez, la elaboracién del zumo y los métodos de analisis
pueden hacer que existan estas divergencias (Amarowicz y cols., 2009; Lester y cols.
2007).

La estructura de los flavonoides, que puede verse modificada durante la

elaboracién de los zumos, puede determinar sus caracteristicas antioxidantes:

Influencia de los grupos hidroxilo: La configuracion y el nUmero total de grupos

hidroxilo puede influir en varios mecanismos de la actividad antioxidante. Las
flavanonas (Figura 2.18) con una sustitucion en la posicion 7 del grupo hidroxilo por un
neohesperidosido muestran menor capacidad antioxidante (Heim y cols., 2002),
debido a que la glicosilacion reduce el nUmero de grupos hidroxilo libres o destruye la
estructura orto-hidroxilo (Cai y cols., 2006). El incremento de grupos hidroxilo en
posicion 3’y 4’en las flavanonas agliconas parece influir poco en la actividad
antioxidante. Sin embargo, en las flavanonas glicosiladas, la presencia de una
estructura 3',4"-catecol incrementa significativamente la actividad antioxidante. Por
otra parte, el angulo de torsion del anillo B con respecto al resto de la molécula
también influye en la capacidad “scavenger” frente a los radicales libres. Flavonoles y
flavanoles con 3-OH son planos, mientras que flavonas y flavanonas estan ligeramente

distorsionadas (Van Acker y cols., 1996).

Figura 2.18. Estructura quimica de las flavanonas

Los flavonoides pueden influir tanto en las reacciones de propagacion de los
radicales libres, como el superoxido y el hidroxilo, como en su formacion, ya sea

inhibiendo las enzimas que intervienen en la reacciébn de iniciacibn o por sus
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propiedades quelantes de metales de transicion (Russo y cols.,, 2000). La
configuracion del anillo C con un grupo hidroxilo en posicion 3, que activa el doble
enlace en la posicidon 2, 3, determina esta capacidad estabilizadora, por tanto, la
ausencia de este doble enlace en las flavanonas explica que la apigenina (flavona)
presente mayor actividad scavenger frente al radical superdxido que la naringenina
(flavanona). Cook y Samman (1996) indicaron que los grupos hidroxilo y carbonilo en
flavonoides contribuyen estabilizando los radicales hidroxilo al formar complejos con

hierro impidiendo su formacion a través de la reaccion de Fenton.

Influencia de la O-metilacién: La influencia de la metilacion en la capacidad

antioxidante se debe a las diferencias tanto en la hidrofobicidad como en la planaridad
molecular. La O-metilacion en las flavanonas glicosiladas disminuye su capacidad
antioxidante, siendo insignificante en las agliconas. Asi, se ha observado que en las
flavanonas glicosiladas la sustitucion de un grupo hidroxilo en posicién 4 por un grupo
metilo disminuye notablemente la capacidad antioxidante, como consecuencia de un
menor numero de hidroxilos o por la falta de la estructura 3",4"-di-OH. Por otro lado, la
presencia de grupos donadores de electrones en el anillo aromatico y la glicosilacién
con neohesperiddsido en la posicion 7 ejercen una fuerte influencia en el potencial
redox de los fenoles (Di Majo y cols., 2005). Ademas, estos autores sugieren que la
molécula de azucar en posicion 7 es capaz de interactuar con el grupo metoxilo en la
posicién 4 y reducir el poder antioxidante. El descenso en la actividad antioxidante por
la O-metilacion también puede deberse a efectos estéricos que perturban la planaridad
(Dugas y cols., 2000; Arora y cols., 1998; Mathiesen y cols., 1997). Asi, el anillo B es
particularmente sensible a los grupos metoxi. Sin embargo, la O-metilacién mejora la

actividad antioxidante en sistemas microsomales (Cholbi y cols., 1991).

Influencia de la O-glicosilacién: La glicosilacion se produce comiunmente en el

metabolismo de los flavonoides, y aumenta sus propiedades hidrofilicas por adicién de
restos de azlcar en la estructura (Chen y cols., 2003). Algunas experiencias han
demostrado que la glicosilacién limita la actividad antioxidante de flavonoides in vitro y
esto podria ser causado por el efecto estérico que perturba la planaridad y la
capacidad de deslocalizar los electrones (Van Acker y cols., 1996). Al igual que con la
O-metilacion el efecto estérico de la 4'-glicosilacion ejerce una influencia bloqueando
el anillo B-catecol ya que el azlcar interfiere en la coplanaridad del anillo B con el
resto y la habilidad de deslocalizar electrones (Mora y cols., 1990). Aunque los
glicésidos son antioxidantes mas débiles que las agliconas, sin embargo, su

biodisponibilidad suele ser mayor (Passamonti y cols., 2002) siendo este hecho
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favorable para los efectos sobre la salud. El tipo de de azlcar asi como la posicion
respecto a grupos metoxilo influyen en la capacidad antioxidante. Para las flavanonas
glicosiladas con un rutinésido (hesperidina vs hesperitin) son insignificantes las

diferencias en su capacidad antioxidante.

La naringina, principal flavanona del pomelo tiene algunos de estos componentes
estructurales que contribuyen a sus propiedades antioxidantes. Posee un grupo
carbonilo en C-4 del anillo C, y grupos hidroxilo en C-5 del anillo A y en C-4 del anillo
B. La presencia de un grupo carbonilo en C-4 y grupos hidroxilo en C-3 o C-5 en los
flavonoides hace que formen quelatos con los iones de hierro y esta capacidad para
secuestrar iones metalicos pueden contribuir a su capacidad antilipoperoxidativa,

impidiendo la formacién de radicales libres (Rajadurai y cols., 2006).

Todos los flavonoides de los citricos poseen actividad antioxidante en medios
hidrofilicos sin embargo, en medios lipofilicos flavanonas como la neohesperidina y
hesperidina muestran una capacidad antioxidante reducida mientras que otras como la
naringina, narirutina y naringenina se comportan como prooxidantes (Finotti y Di Majo,
2003).

Ademas de la estructura de los compuestos, hay que tener en cuenta que el
contenido de vitaminas, carotenoides y polifenoles se puede ver modificado durante
los procesos de almacenamiento y de procesado, lo cual puede afectar a su capacidad
antioxidante. Comparando la elaboracién de los zumos de forma manual e industrial,
diferentes autores observaron que las composiciones de los zumos industriales se
vieron enriquecidos en flavonoides como resultado de las técnicas aplicadas debido a
la liberacién de componentes del albedo y del flavedo (por ejemplo polimetoxiflavonas
principalmente presentes en las cascaras de fruta) (Gattuso y cols., 2007; Aturki y
cols., 2004; Desiderio y cols., 2005; Leuzzi y cols., 2000). Estudios sobre el efecto de
la radiacion, muestran un aumento en el contenido en flavonoides, en concreto en
naringina y narirutina, mientras que el contenido en d-limoneno se veia reducido

(Vanamala y cols., 2005).

La pasteurizacion de los zumos de citricos es un proceso necesario para destruir
los microorganismos y reducir la actividad enzimatica de la pectina metilesterasa
(PME) para evitar la pérdida de la turbidez, porque esta enzima cataliza la degradacién
de la pectina y resta calidad al zumo. Sin embargo, la pasteurizacion puede producir la
degradacion térmica de distintos compuestos, disminuyendo por lo tanto la capacidad

antioxidante de los zumos. Es sabido que como resultado del tratamiento térmico se
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produce una disminucion en el contenido de &cido ascorbico (lgual y cols., 2010;
Sanchez-Moreno y cols., 2005). En relacion a los polifenoles, distintos autores
observan incrementos en algin tipo de compuesto fendlico como resultado del
tratamiento térmico (Xu y cols., 2008; Lo Scalzo y cols., 2004) o incluso la aparicion de
nuevos compuestos con actividad antioxidante resultado de las reacciones de Maillard
(Suny cols., 2007).

2.2.4. EFECTOS SALUDABLES DEL POMELO

Los zumos de pomelo, se caracterizan por sus propiedades antioxidantes,
antimutagénica, antiinflamatorias, antiproliferativas (Hsia y cols., 2008; Ribeiro y cols.,
2008; Yu y cols., 2005; Chen y cols., 2003) y algunos estudios sugieren su uso como
agente quimioprotector (Jagetia, y cols., 2007). Estas propiedades se deben
principalmente a su capacidad antioxidante y estabilizadora de radicales libres a la
cual contribuye de forma significativa la naringina (flavanona mayoritaria) y naringenina
(su aglicona) con actividades incluso superiores a las encontradas en otros zumos de
citricos (Franke y cols., 2004; Lichtenthaler, 2005).

Entre sus efectos saludables se ha observado que tienen capacidad para inhibir la
oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), las cuales estan implicadas en
la patogénesis de las enfermedades coronarias (Mink y cols., 2007; Gorinstein y cols.,
2006), inhibiendo la agregacion plaquetaria (Hubbard y cols., 2003) y protegiendo al
DNA del dafio oxidativo (Kanno y cols., 2004). Un estudio realizado en células
musculares mostraron la capacidad de la naringina presente en el zumo de pomelo
para inhibir e interrumpir el ciclo celular al inducir la p53 independiente por activacion
de las vias de sefializacion Ras/Raf/ERK (Lee y cols., 2008). Diferentes estudios
(Ekambaram vy cols., 2008; Jagetia y cols., 2004) han demostrado ademas la

capacidad de estos compuestos para reducir la incidencia de la peroxidacion lipidica.

Los componentes del zumo de pomelo también muestran efectos beneficiosos en la
respuesta inmunitaria y en la regulacion del proceso inflamatorio, al ser capaces de
inhibir las enzimas implicadas en dichos procesos (proteina quinasa C, la
fosfodiesterasa, fosfolipasa, lipoxigenasa, y la ciclooxigenasa). De hecho, los
flavonoides de citricos son capaces de inhibir las quinasas y fosfodiesterasas
esenciales para la transduccion y la activaciéon de sefiales celulares. También afectan

a la activacion de un nimero de células que participan en la respuesta inmune, como
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los linfocitos T y los linfocitos B (Du y cols., 2009; Manthey y cols., 2001). Estudios in
vitro mostrarén que la naringina y naringenina puede influir en el proceso inflamatorio a
través de sus efectos en la expresién y actividad de la 6xido nitrico sintetasa inducible
(iNOS) vy la ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Vafeiadon y cols., 2009; Hamalainen y cols.,
2007; Vanamala y cols., 2006).

El efecto hipocolesterolémico de la dieta con zumos de pomelo también es
conocido, actuando a través de la disminucion de los niveles de colesterol,
triacilglicéridos y de los niveles de LDL-colesterol en pacientes hiperlipidémicos
(Gorinstein y cols., 2006). Otros estudios sefialan la capacidad de la naringenina para
inhibir la actividad de la 3-hidroxi-3-metilglutaril—-coenzima A (CoA) reductasa y acil-

CoA: colesterol aciltransferasa (Nahmias y cols., 2008).

Diferentes estudios relacionan un efecto preventivo de los citricos en el inicio y
desarrollo de diversos tipos de cancer, y que sus compuestos bioactivos ejercen estos
efectos mediante diferentes mecanismos de accién (Manthey y cols., 2001). Asi la
naringina, principal flavanona del pomelo, muestra un efecto protector frente al dafio a
acidos nucleicos al inhibir su oxidacion (Jagetia y cols., 2004; Russo, 2000). Otro
mecanismo de accion de los compuestos bioactivos del pomelo es modulando las vias
de sefializacion celular, en particular regulando proteinas implicadas en los procesos
carcinogénicos, p53, Bcl y caspasa (Jin y cols., 2009; Lee y cols., 2008; Park y cols.,
2008). Los flavonoides de los citricos, ademas, pueden potenciar los efectos de los
citostaticos empleados contra el cancer. Estudios recientes (Ali y cols., 2009; Zhang y
cols., 2009) muestran la capacidad de la naringina y naringenina para incrementar la
sensibilidad de las células tumorales a determinados citostaticos como la doxorubicina
a través de la modulacién de la expresion y funcién de la p-glicoproteina y de las vias

de detoxificacion del farmaco.

Sin embargo, se ha demostrado que el zumo de pomelo, a diferencia de otros
zumos citricos, interactla con algunos medicamentos. Su consumo con algunos
medicamentos, como felodipina, nicardipina, halofantrina, tacrolimus vy
dextrometorfano, se ha asociado con un aumento de la frecuencia de efectos adversos
(Liu y cols., 2009; Strauch y cols., 2009; Bailey y cols., 2004). El principal mecanismo
de la interaccién entre el pomelo y los medicamentos es debido a la inhibicion del
citocromo P-450 3A4 (CYP450 3A4) al metabolizar el farmaco en el intestino delgado,
lo que resulta en una reduccion significativa del metabolismo presistémico de los

farmacos (Bailey y cols., 1998).
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2.2.5. DESAMARGADO DE ZUMO DE POMELO
2.2.5.1. Procesado de zumos citricos

El creciente interés de la industria alimentaria por los zumos citricos, y en concreto
por el zumo de pomelo, se debe a sus componentes bioactivos, y los cambios que en
los mismos pueden tener lugar durante el procesado. Por tanto, en las industrias
procesadoras de citricos mantener las propiedades antioxidantes y la calidad del zumo
depende en gran medida del conocimiento de las estructuras, composicion, variedad,
madurez y condicion del fruto (Figura 2.19) junto con el método de extraccion,
concentracién, mezcla, homogenizacién y almacenamiento (Cook, 1983).

COMPOSICION PROCESAMIENTO
Vitaminas: vitamina C, vitamina E, folato Variedad del fruto
Carotenos : (licopeno y B-caroteno), Madurez del fruto
Polifenoles: limonoides,naringina ,narirutina, Condiciones del fruto
hesperidina, neohesperidina didimina y Manipulacion
poncirina Extraccion
Minerales: Zinc, selenio Concentracion
Mezcla y homogenizacion
Actividad microbiana
Almacenamiento

CALIDAD DEL ZUMO

PROPIEDADES ANTIOXIDANTES

Figura 2.19. Factores determinantes en la calidad y propiedades antioxidantes del zumo de

pomelo.
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El Boletin Oficial del Estado (BOE del 20-11-91) define el zumo o jugo de fruta
como “el obtenido a partir de frutas por procedimientos mecéanicos, susceptibles de
fermentacion pero sin fermentar, que posea el color, el aroma y el sabor caracteristico
de los zumos de frutas de las que proviene”. Asimismo, “por zumo de frutas, o jugo se
entendera igualmente el producto obtenido a partir de zumos de frutas concentrados,
restituyendo la proporciéon de agua extraida al zumo en el proceso de concentracion
y/o el aroma por medio de sustancias aromatizantes recuperadas al concentrar el
zumo de fruta”. Esta definicion general del zumo ha permitido el desarrollo de varios
meétodos de procesado de los citricos tomando en cuenta el criterio de calidad del
consumidor que percibe que un buen zumo de naranja posee un atractivo aroma,
sabor, color, una turbidez (nube) estable y una acidez, viscosidad, grado de amargor y
dulzor determinado (Cook, 1983).

La elaboracion industrial del zumo de citricos (Figura 2.20) se inicia con el lavado y
clasificacion de la fruta (operacion que permite eliminar las impurezas que llegan con
los frutos del campo), procediéndose a continuacion a la extraccion del zumo con una
prensa, a la separacion posterior de los residuos sélidos homogeneizando la
concentracion de pulpa, eliminando los aceites y ceras y filtrando posteriormente para
homogenizar el zumo. Por Ultimo, se pasteuriza y se almacena a baja temperatura. En
algunos casos la pulpa puede ser separada por completo, afiadida posteriormente y
homogenizada o puede ser utilizada como base para purés de citricos. Ademas, en
otros flujos después de la extraccion, se somete el zumo a una evaporacion para la
recuperacion de aromas y en otros casos después de la pasteurizacién se concentra
para obtener zumo concentrado que sirve de base para la reconstitucion del zumo
natural o para la elaboracion de bebidas citricas (Cook, 1983; Rothschild y Karsenty,
1974).

Por otra parte, la pasteurizacién juega un papel importante en la obtencion del
zumo de citricos, porque permite mantener estable la turbidez (nube) propia del zumo
ya que evita que la enzima pectina esterasa hidrolice la pectina, produciendo acido
poligalacturénico que combinado con el calcio del medio precipitan y produce una
separacion de fases en el zumo (Kdrner y cols., 1980; Navarro y cols., 1979;
Rothschild y Karsenty, 1974).

55



Antecedentes Bibliograficos

Frutas

v

Lavado y Pelado

|

Extraccién del zumo

|

Separacion de residuos sélidos y

estandarizacion de la concentracion de

'

Separacion de aceites y ceras

l

Homogenizacion

l

Pasteurizacién

Envasado

Figura 2.20. Esquema del proceso de elaboraciéon de zumo.

Las flavanonas naringina y la hesperidina han sido reconocidas como responsables
de la calidad y de los efectos saludables del zumo fresco, sin embargo, la naringina
también puede ocasionar problemas de sabor, siendo la principal responsable del
sabor amargo de los zumos, lo que hace necesario un tratamiento de desamargado.
Por otro lado, las técnicas de procesado y elaboracién de zumos modifican la
composicion fendlica del zumo mientras que las técnicas de concentracién, no parecen
afectar a los principales compuestos bioactivos de los citricos (Vanamala y cols.,

2006). Entre los métodos de procesado, la eliminacién del amargor puede afectar tanto
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a las propiedades sensoriales como a los efectos saludables al modificar factores

como su capacidad antioxidante (Puri y cols., 2000).

2.2.5.2. Fundamento del sabor amargo del pomelo

El zumo de pomelo posee un sabor Unico debido a la combinacion de sabores
agridulce y ligeramente amargo con un aroma caracteristico que diferencia a esta fruta
de otros citricos. Una menor relacién Brix / acido, especialmente en la temporada
temprana, esta relacionada con una mayor acidez y disminucién de la aceptabilidad
por el consumidor (Rouseff y cols., 2009). Sin embargo, esta relacion parece tener
poca importancia en la calidad total del sabor del zumo de pomelo (Fellers y cols.,

1991) aunque parece ser importante para su aceptacién por el consumidor.

Se han realizado numerosos estudios para aislar, identificar y cuantificar los
principios amargos del zumo de pomelo. La naringina, una flavanona
neohesperidosido, y limonoides como limonina y nomilina son los responsables del
sabor amargo en el zumo de pomelo y, por lo tanto, tienen un impacto negativo en la
industria de los citricos. Desde un punto de vista estricto, la naringina no es un
constituyente indeseable del zumo pero a altas concentraciones el amargor es tan
intenso que conduce a una pérdida de la calidad del producto. Buffa y Bellenot (1962)
recomendaron contenidos de naringina entre 300 y 700 ppm para un zumo de pomelo
de buena calidad mientras que Lime (1977) sefial6 un maximo de 600 ppm. Estos
valores estan muy relacionados con la relacion Bri x/acidez, pues mientras mayor sea
esta relacion menos importante sera el efecto de concentraciones altas de naringina
(Guadagni y cols., 1974).

2.2.5.3. Técnicas para el desamargado del zumode p omelo

Los distintos estudios para reducir el amargor de los citricos han sido revisados por
Singh y cols. (2003) y por Puri y cols. (2008). Estos estudios se basan tanto en
tratamientos precosecha como en procesos para reducir el amargor del zumo, con el

fin de mejorar el sabor y aumentar el valor comercial del zumo.

Factores de precosecha, tales como la especie, el uso de fertilizantes (Mansell y
cols., 1983), portainjertos y otros factores horticolas, como el tratamiento con etileno

(Hasegawa y Maier, 1983), son algunos de los métodos empleados para controlar el
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amargor de los citricos. El procedimiento mas simple para lograr bajos niveles de
flavonoides en el zumo de citricos consiste en emplear frutos poco maduros y
presiones de extraccion de zumo reducidas, ya que una presién excesiva libera
compuestos amargos de la cascara (Pino, 1997). Asi, Attaway (1977) encontré valores
medios de naringina de 546 ppm para extracciones fuertes de zumo de pomelo. Esta
diferencia se hace mas drastica si se procesa fruta menos madura, pues con la
extraccion ligera se logra un zumo con 577 ppm de naringina frente a 898 ppm con
extraccion fuerte. Evidentemente disminuir la presion de extraccién conduce a mayor
calidad del producto, pero, como es logico, reduce el rendimiento del zumo (Pino,
1997).

Se han planteado infinidad de soluciones para disminuir el amargor basadas en las
propiedades de los flavonoides. De manera general, estas soluciones pueden

clasificarse en métodos quimicos, fisicos o enzimaticos.

Los métodos quimicos incluyen la regulacion del pH, la adicion de azlcares para
elevar la relacion Brix/acidez (Guadagni y cols., 1974). Otros métodos hidrolizan la
naringina mediante &cidos. Sin embargo, estos procedimientos suelen generar
problemas de contaminacién o generacion de productos secundarios no deseados
(Ellenrieder y cols., 1998; Puri, 2000).

Los métodos fisicos son los mas empleados en el ambito industrial, como el uso
de técnicas de didxido de carbono supercritico (Miyake y cols., 2000), ultrafiltracién
(Tallarico y cols., 1998; Hernandez y cols., 1992), diafiltracion (Liotus y Chu, 2000),
extraccion por solvente y adsorcion (Singh y cols., 2006; Ribeiro y cols., 2002; Shaw y
cols., 2000). Este dltimo proceso se basa en la capacidad de adsorcion especifica de
la naringina a polimeros sintéticos de diversa naturaleza, tales como poliamidas
(Griffiths, 1969), acetato de celulosa, tierra de diatomeas, resinas de intercambio
i6nico, polimeros porosos del tipo Amberlite XAD-4, Amberlite XAD-16, Amberlite IR-
400, Amberlite IR-120, NPA-1 o Duolite S-861 (Singh y cols., 2008; Lee y Kim, 2003;
Mishra y Kar, 2003; Ribeiro y cols., 2002) , siendo especialmente eficaces las resinas
S861 y amberlite XAD-7 (Ribeiro y cols., 2002; Johnson y Chandler, 1982, 1985,
1988). Por otra parte, se ha planteado el uso de p-ciclodextrinas, habiéndose
determinado que la adicién de 0,2 a 0,5% de esta sustancia al jugo de pomelo reduce
aproximadamente un 50% del amargor del producto (Konno y cols., 1982). De manera
similar, Shaw y cols. (1984) proponen el uso de estas moléculas en un proceso de flujo

continuo.
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Aungue se han empleado muchos métodos diferentes desde la decada de los 70, la
tecnologia actual emplea convencionalmente procesos de adsorcion en acetato de

celulosa, resinas macroporosas o resinas de estireno-divinilbenceno.

Sin embargo, aunque son técnicas de gran aceptacion por la industria alimentaria
tienen una serie de limitaciones intrinsecas: (i) se requiere el uso de equipos costosos
debido a que el zumo necesita estar libre de aceites, ceras, pulpa y posteriormente
debe mezclarse con zumo clarificado para recuperar sus cualidades antes de ser
bombeado a través de la columna de resina, (ii) las columnas de adsorcién suelen ser
regeneradas con soluciones alcalinas diluidas y esto puede afectar a las propiedades
organolépticas y a la calidad final de zumo; (iii) los adsorbentes pueden alterar la
composicion del zumo por reacciones quimicas directas con alguno de los compuestos
presentes en el zumo o por la eliminacién de nutrientes, aromas, color, etc; (iv) los
meétodos son inespecificos, no solo se adhieren compuestos amargos sino también
otros componentes que suponen un detrimento de la calidad del zumo. Por otro lado,
la eliminaciéon de estos flavonoides y otros compuestos (carotenoides, vitamina C)
supone una pérdida de las propiedades beneficiosas para la salud que aportan los

zumos de citricos.

Por todo ello, la busqueda de nuevas tecnologias como la tecnologia enziméatica
que causen el minimo dafio a las caracteristicas nutricionales y a los efectos
beneficiosos para la salud de las frutas citricas puede ser considerado como una
interesante alternativa a los procesos convencionales por adsorcion fisica. EI empleo
de naringinasa para reducir el sabor amargo ha sido estudiado por distintos autores
(Sekeroglu y cols., 2006; Puri y cols., 2005a), su principal aplicaciéon en la industria
alimentaria se centra en la estabilizacion del sabor, en el aumento de la vida media

comercial y en el rendimiento final de zumo en frutas citricas.

La naringinasa, es un complejo enzimético formado por la a-ramnosidasa (CE
3.2.1.40) responsable de la hidrélisis de naringina (flavanona amarga y principal
componente del zumo de pomelo) a prunina (4,5,7-trihidroxi flavovone-7-glucésido) y
ramnosa, y por la B-glucosidasa (CE 3.2.1.21) que hidroliza la prunina en naringenina
(4',5,7-trihidroxiflavanona) y glucosa (Figura 2.21). La prunina, es un 33% menos
amarga que la naringina, y la naringenina es insipida (Puri y cols., 1996). Debido a la
especificidad por el sustrato, el tratamiento enzimatico parece causar minimos
cambios en la calidad del zumo y es una interesante opcién frente a los

procedimientos tradicionales.
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Figura 2.21. Mecanismo de accién de la naringinasa (Puri y cols., 2008)

La a-ramnosidasa (EC 3.2.1.40) escinde las moléculas a-l-ramnosas terminales de
polisacéridos y glucdsidos (Yanai y Sato, 2000), catalizando el desdoblamiento de la
naringina en ramnosa y prunina (naringenina 7-O-glucésido). La prunina es un tercio
menos amarga que la naringina, influyendo de manera notable en el sabor final del
zumo (Puri y cols., 2000). Algunas de sus aplicaciones son el desamargado y la
clarificacion de los zumos de frutas (Soria y Ellenrieder, 2002; Chien y cols., 2001;
Yadav y Yadav, 2000) y la aromatizacion de los vinos (Rajal y cols., 2009; Gallego y
cols., 2001).

Las propiedades de la a-ramnosidasa difieren dependiendo del microorganismo
empleado en su produccién. Asi, por ejemplo, la actividad o-ramnosidasa de
Penicilium sp. y Aspergillus niger se inhibe frente a glucosa, fructosa y ramnosa,
siendo esta Ultima uno de los inhibidores mas potentes (Martearena y cols., 2008). Sin
embargo, la inhibicién de la a-ramnosidasa de Penicillium sp. con glucosa, fructosa y
ramnosa era competitiva mientras que en A. niger estos azlcares generan una
inhibiciébn no competitiva (Tsen y Tsai, 1988). Por otro lado, actda en un amplio rango
de accién de pH entre 3y 7 y la temperatura 6ptima esta entre 37 y 57<C (Puri y cols.,
2000).
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La B-glucosidasa (EC 3.2.1.21) es una enzima de amplia distribucién en la
naturaleza ya que la sintetizan bacterias, levaduras, hongos filamentosos y plantas. En
zumo de citricos desdobla la prunina en glucosa y naringenina (4',5,7-
trihidroxiflavanona-7-glucésido), compuesto no amargo. Ademas, muestra ser activa
frente a disacaridos como celobiosa, gentibiosa, soforosa y hesperitina-7-glucésido,
salicina, mandelonitrilo-B-D-glucésido y sinigrina (Puri y cols., 2000; Cameron y cols.,
2001; Han y cols., 2008) y participa en la degradacion de antocianinas durante la
etapa final de maduracién de la fruta (Barbagallo y cols., 2007). Se ha detectado su
presencia en el suelo y es de gran importancia en la descomposicion de residuos de
plantas (Sarathchandra y Perrot, 1984; Busto y Pérez-Mateos, 2000) y de frutos asi
como en la descomposicién de los residuos de la cascara de pomelo que luego
pueden ser utilizados por los microorganismos para producir etanol y otros productos

de fermentacion (Wilkins y cols., 2007).

La temperatura optima de la mayoria de las B-glucosidasas esta entre 40 y 65T
(Montero y Romeu, 1992; Puri y cols., 2000; Cameron y cols., 2001) y su punto 6ptimo
de pH varia entre 4 y 6 (Puri y cols., 2000), 6 3,5y 5,5 en algunos citricos (Cameron y
cols., 2001).

Las caracteristicas de la naringinasa , por tanto, varian dependiendo del origen
microbiano, de los nutrientes y compuestos empleados como inductores de su
biosintesis y de las condiciones externas de pH y temperatura que se utilizan para su
produccién. Verstegg y cols. (1977) sefalan que las preparaciones enzimaticas de
cada microorganismo son diferentes ya que una preparacion enzimatica puede

contener mas actividad B-glucosidasa o mas actividad a-ramnosidasa.

El interés biotecnoldgico de la naringinasa reside, principalmente en la aplicacion
para el desamargado de zumos citricos (Prakash y cols., 2002; Puri y cols., 2000). No
obstante, tiene importancia en otros procesos industriales como la obtencion de
prunina (Ellenrieder y cols., 1998), ramnosa (Hagedorn y Kaphammer, 1994),
antibidticos (Puri y cols., 2000), envases inteligentes (Del Nobile y cols., 2003; Soares
y Hotchkiss, 1998), incremento del aroma de vinos (Gallego y cols., 2001; Caldini y
cols., 1994) y transformacion de esteroides (Thirkette, 2000), que hace todavia mas

interesante cualquier estudio relacionado con su produccién y estabilizacion.

A pesar de las muchas caracteristicas atractivas, el proceso de desamargado
enzimatico de zumo de citricos esta limitado en la actualidad debido a distintos

factores como el precio para la adquisicién de las enzimas para el procesamiento de
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grandes volimenes de zumo, la elevada disponibilidad de resinas de intercambio
ibnico neutras para reducir el amargor y la desacidificaciéon del zumo de pomelo,
ademas el contenido de limonina no se modifica por el tratamiento con naringinasa y

por ultimo la incapacidad de la naringinasa para hidrolizar completamente la naringina.

2.2.6. INMOVILIZACION DE ENZIMAS PARA EL DESAMARGAD O DEL ZUMO DE
POMELO

En los dltimos afios, la biotecnologia ha experimentado un gran desarrollo v,
paralelamente sus aplicaciones industriales en la obtencion de productos quimicos.
Los procesos catalizados por enzimas en la industria son cada dia mas numerosos, su
aplicacion ha ido extendiéndose gradualmente a una gran variedad de campos, tales
como la industria alimentaria, la biologia molecular, la sintesis organica, los andlisis
clinicos, la industria farmacéutica, los detergentes, la produccion de alimentos, la

industria textil, las fermentaciones, etc.

El uso de enzimas presentan una serie de ventajas frente a los catalizadores
convencionales no biolégicos, poseen gran actividad catalitica, gran especificidad de
sustrato y son muy activos a temperatura ambiente y presion atmosférica. A pesar de
estas claras ventajas, el empleo de enzimas no se ha generalizado en los procesos
guimicos industriales debido a que la mayoria de las enzimas no son estables en las
condiciones de trabajo y su solubilidad en agua dificulta la separacion entre los
sustratos y productos, y por tanto, no se pueden reutilizar. Para superar estos
inconvenientes y conseguir catalizadores con actividad, estabilidad y especificidad
elevadas, se han orientado las investigaciones hacia dos lineas principales: (i) la
sintesis de polimeros bioquimicos que posean una actividad similar a las enzimas vy (ii)
la modificacion de las enzimas mediante procesos de inmovilizacion. Esta Gltima linea
es la que se utiliza en el presente trabajo de investigacién con el fin de reducir el

amargor en el zumo de pomelo.

La inmovilizacion de enzimas o células es una de las herramientas de la
biotecnologia mas eficaces para facilitar los procesados industriales, generar una
tecnologia limpia e incrementar la mayor especificidad analitica derivada del uso de
biocatalizadores. La inmovilizacion es importante para mantener constante las
condiciones ambientales a fin de proteger a la enzima contra los cambios del pH, la
temperatura y la fuerza ionica. La estabilidad operacional y de almacenamiento de las
enzimas inmovilizadas sin una perdida apreciable de actividad enzimatica son

importantes para la viabilidad econdmica de los procesos biotecnoldgicos (Luckarift,
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2004). Por otra parte, el uso de enzimas en muchos procesos industriales no resulta

aun econémicamente rentable.

Una de las definiciones clasicas de enzimas inmovilizadas es la acordada en 1971
en la primera Conferencia de Tecnologia Enzimética celebrada en Henniker (New
Hampshire, USA), como “enzimas que estan fisicamente confinadas o localizadas en
un espacio definido con retencion de sus actividades cataliticas, y que pueden ser

usadas repetida y continuamente” (Chibata, 1978).

La inmovilizacién tiene muchas ventajas a gran escala (Swaisgood, 2003; 2004),
entre ellas, podemos destacar que incrementa la estabilidad de la enzima, aumenta la
recuperacion y purificaciéon de los productos, pueden llevarse a cabo varias reacciones
simultaneas en reactores multienzimaticos, admite el procesado en continuo, facilita la
conclusion rapida de las reacciones al separar la fase movil de la enzima inmovilizada
y el bajo coste. Sin embargo, también presenta algunos inconvenientes como son, la
alteracion de la conformacion de la enzima respecto de su estado nativo, la gran
heterogeneidad del sistema enzima-soporte donde pueden existir distintas fracciones
de proteinas inmovilizadas con un diferente nimero de uniones al soporte, perdida de
actividad de la enzima durante la inmovilizacion y en algunos casos el biocatalizador

es mas caro que la enzima nativa.

En la aplicacion de la naringinasa a la industria de citricos, la inmovilizacién
enzimatica resulta especialmente interesante para la estabilizacion del sabor, asi como
para el incremento del rendimiento de los zumos por hidrélisis de compuestos
amargos, y el mantenimiento de las propiedades beneficiosas para la salud (Ribeiro y
cols., 2008; Sekeroglu y cols., 2006).

El uso de enzimas inmovilizadas en la industria alimentaria exige la disponibilidad
de soportes y procedimientos baratos inmovilizacién. Esto significa que el soporte
debe ser facilmente accesible para los grupos reactivos, de facil activacion, y también
deben ser totalmente no téxicos, con una estabilidad adecuada y con un bajo coste. La
gran heterogeneidad del sistema enzima-soporte (Ribeiro y cols., 2010a; Amaro y
cols., 2009; Ferreira y cols., 2008; Puri y cols., 2008; Pedro y cols., 2007; Vila Real y
cols., 2007; Sekeroglu y cols., 2006) hace que muchos estudios se dirijan a buscar y
optimizar métodos de inmovilizaciéon y soportes adecuados para diferentes tipos de
enzimas. La importancia del soporte y del método de inmovilizacién, determinan el

microambiente que se genera en torno a las enzimas y su efectividad.
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2.2.6.1. Métodos de inmovilizacién

Los métodos de inmovilizacion de enzimas se han clasificado de multiples formas.
Una de ellas tiene en cuenta el tipo de relacién que se establece entre la enzima y el

soporte.

En cualquier caso, las principales técnicas de inmovilizacion de enzimas pueden

agruparse en tres categorias basicas:

. Unién a soportes
. Entrecruzamiento
. Atrapamiento

La union a soportes supone enlazar las enzimas a soportes sélidos insolubles en
agua. Los soportes pueden ser clasificados en inorganicos, pueden ser naturales o
materiales manufacturados y soportes organicos que pueden ser polimeros naturales
(polisacéaridos y proteinas fibrosas) o polimeros sintéticos (poliolefinas, polimeros
acrilicos u otros). Dependiendo del tipo de unién de la enzima al soporte se puede
establecer una union por adsorcién fisica, i6nica, enlace covalente o quelacion (unién
metalica). Los mas utilizados industrialmente son los métodos de inmovilizacién por

adsorcion fisica y por enlace covalente (Kennedy y Cabral, 1983).

La inmovilizacion por adsorcion fisica es mas comun que la inmovilizacion quimica
ya que la enzima puede ser eliminada de la matriz y reutilizada, ademas este
procedimiento de inmovilizacidon implica menos pasos que la inmovilizacién covalente
(Swaisgood, 2003). Es un método simple que se basa en la adsorcion de las
moléculas de enzima sobre la superficie de una matriz porosa, poniendo en contacto
una solucién de la enzima con el soporte. Para ello, pueden utilizarse diversos
procedimientos tales como la inmovilizacion estatica, la electrodeposicion, la
inmovilizacién en reactor o la adsorcion en bafio con agitacion. Los soportes
empleados son del tipo de bentonita, alimina, carbonato calcico, carbon, silica gel,
vidrio poroso, almidon, gluten, colageno, celulosa, alginato, etc. (Woodward, 1985).
Una variante dentro de la técnica de adsorcion es el empleo de resinas de intercambio
i6nico, las cuales contienen grupos funcionales y contraiones moviles. Estos
contraiones se pueden intercambiar reversiblemente por otros iones de la misma
carga, sin que se produzcan cambios en la matriz insoluble. Las ventajas de este
método son el mantenimiento de tasas de bioconversion 6ptima, y la posibilidad de

regular el intercambio entre la proteina y la matriz, mediante variaciones del pH.

64



Antecedentes Bibliograficos

Ademas, la reversibilidad del enlace es una valiosa ventaja en los procesos donde las
enzimas tienen que ser aisladas y purificadas a partir de mezclas complejas. Entre los
soportes, los de silice con modificaciones quimicas superficiales son probablemente

los mas ampliamente utilizados para la adsorcién de la enzima.

La inmovilizacion por enlace covalente implica la unién de grupos funcionales no
esenciales de la enzima con el soporte. Las crecientes necesidades de la industria
estan expandiendo el nimero de tecnologias desarrolladas para la unién covalente de
los componentes activos, como ha sido revisado por Goddard y Hotchkiss (2007).
Como la superficie de la mayoria de los polimeros en contacto con los alimentos
utilizados en la actualidad es inerte, su funcionalizacion se convierte en necesaria en
la mayoria de los casos. En la unién, el sitio activo debe ser protegido, lo que
normalmente se hace mediante la fijacion de una molécula de sustrato o un inhibidor

competitivo.

Las reacciones entre distintos soportes y grupos reactivos de la enzima incluyen
diazotacion, formacién de enlaces amida, alquilacién, arilaciéon, formacion de bases de
Schiff, amidinacién, intercambio tiol-disulfuro, o acoplamiento inducido mediante
radiaciobn gamma, entre otros. La agarosa, dextranos, celulosa, polimeros sintéticos,
vidrio y bentonita se han utilizado como soportes para la union covalente, normalmente

tras un proceso de activacion (Adlercreutz, 1993).

El entrecruzamiento (“cross-linking”) se basa en la insolubilizacion de la enzima
mediante el establecimiento de enlaces entre miltiples moléculas de enzima a través
de puentes formados por reactivos bifuncionales o multifuncionales. El co-reticulado,
permite eliminar las pérdidas de actividad enzimatica debidas a los efectos
difusionales, mediante el entrecruzamiento de las enzimas con una proteina sin
actividad enzimética y rica en residuos de lisina. Un procedimiento mixto de
inmovilizacién, muy comun, consiste en inmovilizar la enzima por adsorcion sobre una
resina de intercambio iénico o un soporte polimérico (con lo que se consigue una
elevada carga enzimatica) y posteriormente afiadir el reactivo bifuncional. Constituye
una prolongacién de las técnicas de unién covalente presentando sus mismas ventajas
e inconvenientes (Trevan, 1990). El glutaraldehido es el reactivo mas empleado para
formar el entrecruzamiento y, una vez establecido, es irreversible porque forma

enlaces estables frente a cambios de pH y temperatura.

El atrapamiento consiste en la retencion fisica de la enzima en el interior de una

matriz sélida porosa constituida generalmente por prepolimeros fotoentrucruzables o
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polimeros del tipo poliacrilamida, colageno, alginato, carraginato o resinas de
poliuretano. El proceso de inmovilizacién se lleva a cabo mediante la suspensién de la
enzima en una solucién del mondmero. Seguidamente se inicia la polimerizacion por
un cambio de temperatura o mediante la adiciébn de un reactivo quimico. El
atrapamiento puede ser en el interior de una membrana o microcapsula de fibra
o geles, de forma tal que se evite la liberacion de la enzima sin impedir la entrada del
sustrato. Es un procedimiento experimentalmente sencillo, requiere poca cantidad de
enzima para obtener derivados activos, y la enzima no sufre ninguna alteracién en su
estructura. El atrapamiento requiere un control riguroso de las condiciones de
polimerizacidn, asi como la comprobacion de que la naturaleza quimica del proceso no

altera los grupos reactivos de la proteina (Arroyo, 1999).

En la inmovilizacion por membrana la enzima queda fisicamente retenida en una
membrana semipermeable selectiva que permite el paso de los productos de reaccion.
La enzima puede estar en forma soluble o insoluble sobre la superficie de la
membrana. Si la enzima se encuentra en forma soluble, la inmovilizacion debe
conseguir su confinamiento por exclusién molecular (L6pez-Ulibarri y Hall, 1997;
Alkorta y cols., 1995) o repulsién electrostatica (Rothing y cols., 1990; Kulbe y cols.,
1984). La retencién de la enzima insolubilizada puede ser directa o0 a través de un
enlace quimico por adsorcibn o atraccion electrostatica. Las membranas de
ultrafiltracién, debido a su naturaleza y sus limites de exclusion molecular (1-100 um o
500-100.000 NMWCO), suelen ser adecuadas para la retencion de la mayoria de las
enzimas (10-100 kDa) (Cheryan, 1986).

En la microencapsulacion se atrapa a las enzimas en membranas poliméricas
semipermeables esféricas con didmetros entre 1 y 100 um. Se puede regular el
tamafio de las microcapsulas modificando las condiciones utilizadas durante la
emulsién. Entre los polimeros utilizados se incluyen poliamidas, poliuretanos vy
poliésteres (Adlercreutz, 1993). Estas membranas semipermeables pueden ser
permanentes (originadas por polimerizacion interfacial) o no permanentes (generadas
por surfactantes también llamadas “micelas reversas”). Mediante este método se
pueden encapsular simultdneamente gran variedad de enzimas, células o
biomoléculas, permitiendo que se lleven a cabo determinadas reacciones que suceden

en multiples pasos (Klei y cols., 1985).

El atrapamiento en fibras consiste en inmovilizar enzimas en las microcavidades
de fibras sintéticas. Para ello se disuelve el polimero formador de fibra en un

disolvente organico inmiscible en agua para formar una emulsién con la solucién
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acuosa de la enzima. Esta emulsidon se estrusiona en un liquido de coagulacién
(tolueno o éter de petroleo), con lo que precipita el polimero en forma de filamentos
con microgotas de la enzima atrapada en las microcavidades del polimero (Dinelli y
cols., 1978).

El atrapamiento en geles es una de las técnicas mas empleadas en la
inmovilizacién de enzimas. Por ser el método de inmovilizaciébn empleado en este

trabajo, se trata con mayor detalle en el préximo apartado.

En relaciéon a la naringinasa, se han descrito distintos soportes y métodos de
inmovilizacién (Tabla 2.3) con resultados alentadores. Por ejemplo, la naringinasa ha
sido inmovilizada en distintos soportes insolubles, como fibra hueca, perlas de vidrio
poroso, DEAE-Sephadex A-25, celulosa DEAE, celulosa aminohexil tanino,
copolimeros de estireno y anhidrido maleico. Sin embargo, entre los inconvenientes de
estos procesos destacamos la estabilidad de la enzima y el alto coste de la mayoria de

los soportes para aplicaciones industriales (Tsen, 1984).

Tabla 2.3. Revisién de soportes empleados en la inmovilizaciéon de naringinasa

Soporte Fuente

XAD-16N y XAD-1600 Amaro y cols. (2009)
Polivinilalcohol Busto y cols. (2007)
Alginato Norouzian y cols. (1999); Puri y cols. (1996)
Cascara de huevo Norouzian y cols. (1999)
Gelatina Norouzian y cols. (1999)
Peliculas de acetato de celulosa Soares y Hotchkiss (1998)
Carragenato Puri y cols. (1996)
Poliacrilamida Puri y cols. (1996)

Fibra de seda de Bombix mori Ellenrieder y Daz (1996)
Fibra de triacetato de celulosa Tseny Yu (1991)

Quitina del caparazon del cangrejo Tsen y Tsai (1988)
Queratina de cuerno de bovino Manjon y cols.(1985)
Fibra de madera Gray y Olson (1981)
Vidrio poroso Park y Chang 1979)
DEAE-Sephadex A-25 Onoy cols. (1977)

La naringinasa producida por Penicillium decombens ha sido inmovilizada en perlas

de alginato, cascara de huevo utilizando glutaraldehido como agente de
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entrecruzamiento, gelatina y mediante uniones covalentes a las semillas de Ocimum
basilicum a traves de etilendiamina (Norouzian y cols., 1999). De los tres métodos la
unién covalente fue el més efectivo, reteniendo el 57% de la actividad enzimatica total.
Puri y Marwaha (1996) mostraron que la eficiencia de la inmovilizacién de naringinasa
de Penicillium sp. en alginato de calcio, alrededor de un 85% y 140% al inmovilizar la
enzima por union covalente en cascara de huevo mediante entrecruzamiento con
glutaraldehido al 1% (Puri y cols., 2001). El uso de soportes de inmovilizacién
naturales como la madera también han sido estudiados, se ha utilizado la unién
covalente de naringinasa mediante glutaraldehido a la madera para desamargado de
zumo de mandarina (Puri y cols., 2005). Con este tratamiento, fue observado el 71%
de la enzima inmovilizada con un 1% de glutaraldehido y se lograba una eficiencia de
inmovilizacién del 120%. Sin embargo, los autores sefialaron que la alta concentracion
de reactivo bifuncional inhibe y reduce la actividad de la naringinasa, incrementando
el coste del proceso de inmovilizacién y aparentemente también se plantean algunos
efectos toxicos. Recientemente Amaro y cols. (2009), realizan un estudio de los
parametros cinéticos para optimizar la inmovilizacion de la naringinasa en
microestructuras poliméricas no ionicas como XAD-16N y XAD-1600, activadas con
glutaraldehido. Los resultados muestran una eficiencia de carga del 80% a una

temperatura 6ptima de 308K y fue reutilizada durante 5 ciclos.

En otro sistema, la hidrélisis de naringina se logr6 mediante naringinasa
inmovilizada en k-carragenato en funcion de la temperatura (9-51°C) y de la
concentraciéon de naringinasa (0,29-1,7g L) en el zumo de pomelo. Se obtuvo la
hidrdlisis del 95% de la naringina con concentraciones de naringinasa superiores a 800
mg L™ y temperaturas superiores a 30C (Ribeiro y cols., 2008). M&s recientemente,
estos autores estudian el efecto conjugado de la presiéon y la temperatura en la
hidrélisis enzimatica del zumo de pomelo con el fin de reducir el amargor de estos
zumos (Ribeiro y cols., 2010b). Los resultados muestran la hidrdlisis del 81% de la
naringina usando naringinasa (250mg L) inmovilizada en perlas de alginato de calcio
(2%) a 205 MPa y 52°C, durante 30 minutos. Estos resultados son prometedores para
optimizar la hidrélisis enzimatica de naringina para una futura aplicacién de los
inmovilizados en la industria del zumo de pomelo. Por otra parte, nada se sabe del

efecto de los inmovilizados sobre las propiedades saludables de los zumos citricos.

La inmovilizacion de naringinasa ha hecho posible aplicabilidad de naringinasa en el
procesamiento de zumos de frutas citricas, permitiendo una mayor estabilidad durante

el almacenamiento, un mayor rango de temperatura 6éptima, mayor facilidad de
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recuperacion en operaciones repetidas, mayor resistencia mecanica a través de las
uniones covalentes, reciclaje continuo y menor duracion de los periodos de

desamargado.

2.2.6.2. Inmovilizacion de naringinasa por atrapami ento en criogeles de

alcohol polivinilico

En términos generales, los hidrogeles son adecuados para la inmovilizacién de
enzimas y células, debido a su biocompatibilidad, bajos coeficientes de friccion y, con
un alto contenido de agua, proporcionan entornos adecuados para la actividad
enzimatica y las enzimas son generalmente atrapadas entre el polimero (Panesar y
cols., 2006; Lozinsky y cols., 2003; Navratil y cols., 2002). La polimerizaciéon es
inducida por la incorporacién de sustancias quimicas (es decir cationes bivalentes para
polimerizar alginatos), por cambios de temperatura, o por la exposicién a la luz. Para
establecer una red entre las moléculas de la enzima y los polimeros se utilizan

compuestos como glioxal, glutaraldehido, formaldehido o transglutaminasa.

Los métodos de inmovilizacion en geles presentan algunos problemas derivados de
los soportes. Asi por ejemplo, los geles de poliacrilamida son toxicos, lo que determina
la exclusién de este tipo de inmovilizados en la industria alimentaria. Ademas, el
mantenimiento en los geles de un tamafio medio de poro, que no limite excesivamente
la difusion de solutos, causa gran variabilidad que puede ocasionar la pérdida de las
enzimas, especialmente las de bajo peso molecular. Sin embargo, la sencillez y la
suavidad de la preparacion de la enzima permiten maximizar su empleo en diversos

procesos industriales (Trevan, 1990).

Un tipo de polimero sintético utilizado como soporte de inmovilizacion lo constituye

el alcohol polivinilico (PVA). Es reconocido como un tipico polimero cristalino (Hong y
cols., 2001; Shapiro, 2000) que carece de toxicidad, es muy estable y tiene un tamafio
de poro facilmente controlable (Lozinsky y Pliega, 1998; Ariga y cols., 1993). El alcohol
polivinilico es un polimero sintético descrito por primera vez a comienzos de los afios
70 es de naturaleza hidréfila y en soluciones acuosas concentradas es capaz de
gelificar formando una red espacial no covalente. Los enlaces se forman entre los
hidrégenos y los grupos hidroxilo de cadenas vecinas. Estos polimeros contienen
dominios sindiotacticos (secuencias de 6 a 8 unidades responsables de la formacién
de puentes de hidrégeno) y dominios isotacticos (que participan principalmente en
interacciones intramoleculares) (Figura 2.22) (Lozinsky y Plieva, 1998). Los geles ricos
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en centros sindiotacticos presentan mayor elasticidad y un elevado punto de fusién
(Shapiro, 2000).
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Figura 2.22. Estructura sindiotactica e isotactica en geles de PVA

La gelificacién del alcohol polivinilico se consigue de tres formas diferentes: por
radiacion ultravioleta con un PVA fotosensible (El-Hadi, 2003), por incorporacion de
sustancias quimicas como el acido borico o el sulfato de sodio (Nunes y cols., 2009;
Idris y cols., 2008; Zhang y cols., 2007; Dave y cols., 2006) y por congelacion y

descongelacion del polimero (Busto y cols., 2007; Lozinsky y cols., 2003).

El método de congelacién y descongelacion es el que presenta mayores ventajas
porque no utiliza ninglin compuesto quimico para generar la polimerizaciéon. A la matriz
polimérica se le denomina criogel o hidrogel de PVA. La polimerizaciéon del gel se
puede realizar por un enfriamiento lento con metanol (-15 a -55C) o por un

enfriamiento rapido con nitrégeno liquido (Lozinsky y Plieva, 1998; Ariga y cols., 1993).

Su uso se ha propuesto en diversas actividades biolégicas por ser inocuo para el
organismo humano. Asi por ejemplo, puede usarse en medicina como soporte para
transportar y liberar farmacos y como protesis de tejidos cartilaginosos; en
microbiologia, para la formulacion de medios de cultivo sélidos (Bodugoz-Senturk y
cols., 2009; Huber y cols., 2009). Sin embargo, la mayoria de publicaciones y patentes
de aplicacion de los criogeles esta relacionada con la inmovilizacién de
biocatalizadores y de células para diferentes procesos biotecnoldgicos (Lozinsky y
Plieva, 1998; Ariga y cols., 1993). Su uso en el procesado de zumos de pomelo fue
descrito por Del Nobile (2003) para mejorar las propiedades sensoriales de estos

ZUumos.
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Las principales ventajas del criogel de alcohol poliviniico como matriz de
inmovilizacién son las siguientes: a) el método de inmovilizacion es sencillo y
relativamente barato; b) presenta una elevada macro y microporosidad que mejora la
difusién del sustrato y productos; c¢) sus caracteristicas reolégicas permiten su uso en
diferentes tipos de biorreactores; d) su termoestabilidad es mayor que otros geles
cominmente usados como soportes de inmovilizacion; e) es altamente resistente a la
degradacion bioldgica; f) es biolégicamente compatible y no es téxico; g) su estructura
quimica puede estabilizar la proteina enziméatica; h) su caracter hidrofilo y sus grupos
hidroxilos superficiales estan disponibles para diferentes reacciones quimicas; i) puede

ser reutilizado.

Fisicamente, el criogel es una red tridimensional de cadenas de polimeros
entrecruzados por asociaciones fisicas y quimicas de manera que factores tales como
la concentracion inicial del polimero en la solucién acuosa, el tipo de solvente usado,
la temperatura y tiempo de congelacién-descongelacidn, su peso molecular y el
numero de ciclos de congelacién-descongelacion pueden afectar el comportamiento

de la gelificacién (Hong y cols., 2001; Shapiro, 2000; Lozinsky y Plieva, 1998).

Por otra parte, el criogel presenta una estructura porosa muy heterogénea, que se
debe a que el proceso de gelificacion se desarrolla en un medio de dos fases. Una
fase que consiste en policristales de hielo y otra fase liquida. En el sistema, el alcohol
polivinilico gelifica alrededor de los cristales de hielo que actian como agentes
formadores de poros y les confieren una arquitectura variada. Los poros son de
diferentes dimensiones (de 0,1 a 1,0 um) y se encuentran interconectados formando
galerias tridimensionales. Se ha determinado que todos los factores que influyen en la
variacion de la geometria de las particulas de hielo (dinamica de la cristalizacién,
fendmenos de recristalizacion, condiciones del punto de fusién, presencia de solutos,
entre otros) afectan directamente en las caracteristicas de porosidad del criogel
(Lozinsky y Plieva, 1998).

Se han propuesto tres modelos que inducen la densificacion y el entrecruzamiento
fisico en los criogeles de alcohol polivinilico: (i) formacion de enlaces por puentes de
hidrégeno, (ii) formacion de pequefios cristales poliméricos y (iii) separacion de la fase
liquido-liquido (Shapiro, 2000).

En el tratamiento criogénico de soluciones acuosas de PVA, inicialmente se forman
microcristales de hielo puro y zonas no congeladas con una alta concentracién de

macromoléculas disueltas. Estas zonas permanecen en estado liquido el tiempo
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suficiente que se requiere para establecer los puentes de hidrogeno generando la
formacion del criogel. A estas zonas no congeladas se les denomina microfase liquida
en ellas las cadenas de PVA se ordenan y forman microcristales. Cuando se produce
la descongelacion se da la separacion de la fase liquido-liquido en donde se asegura
una suficiente cantidad de agua libre para seguir estableciendo puentes de hidrégeno
entre cadenas de PVA. Temperaturas de -5 a -1 fav orecen la formacién del criogel

en la etapa de descongelacion (Lozinsky y Plieva, 1998).

El alcohol polivinilico forma geles elasticos y el material resultante de tales
tratamientos es un gel estable, que puede soportar hasta 70 a 80C y retener su forma
normal, aunque se puede modificar su tamafio original. También es un soporte de
buenas caracteristicas mecanicas, ya que el criogel no es quebradizo y muestra una
minima erosién abrasiva bajo condiciones de intensa agitacién (Shapiro, 2000;
Pascandola y cols., 2006). Ademas, para potenciar sus caracteristicas se puede
mezclar con otros polimeros como el quitosano (Minoura y cols., 1998) o el alginato.
La combinacion con alginato no solo previene la aglomeracién sino que mejora la
resistencia fisica del PVA y confiere mayor proteccioén frente a la inactivacion por acido

bérico (Nunes y cols., 2009).

Para la inmovilizacion enzimatica se mezcla la enzima con una soluciébn acuosa
neutra de alcohol polivinilico mantenida a temperatura ambiente, se homogeniza, se
deja caer gota a gota sobre nitr6geno liquido o se lleva a un congelador a una
temperatura de —20<C para que el criogel precipite y se endurezca. Luego se elimina el
nitrégeno o se retira de la criocongeladora y se deja en reposo durante 24 horas para
la descongelacién. Posteriormente, se lava y se evallan sus propiedades. Se pueden
usar crioprotectores como el glicerol, etilénglicol, propilénglicol o nata de leche,
aunque pueden alterar la arquitectura de los poros y las propiedades del criogel
(Lozinsky y Plieva, 1998; Ariga y cols., 1993).

Siguiendo estos principios, Appendini y Hotchkiss (1997) trabajaron por primera vez
con peliculas antimicrobianas de lisozima inmovilizadas en diferentes polimeros, como
alcohol polivinilico (PVA), fibras de nylon y peliculas de triacetato de celulosa. La
lisozima también se ha inmovilizado en peliculas de PVA utilizando glioxal y
glutaraldehido como enlaces transversales (Conte y cols., 2006). Estos autores
sefialan que una adecuada relacién enzima / glutaraldehido, da lugar a rendimientos
satisfactorios de inmovilizacion e inapreciables perdidas de enzima. Mas
recientemente, Fernandes y cols. (2009) establecen un método simple para inmovilizar

inulinasa en perlas de PVA obteniendo una considerable estabilidad operacional. El
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polivinil alcohol también ha sido utilizado como soporte para inmovilizar naringinasa.
Del Nobile y cols. (2003) inmovilizan naringinasa en PVA con enlaces cruzados con
glutaraldehido con una alta carga de actividad de la enzima. Los resultados indican el
uso potencial de las peliculas activas para mejorar las propiedades sensoriales de los
zumos de pomelo, sin embargo se puso de manifiesto algunas limitaciones debido a la
constitucion de la pelicula, ya que la enzima es solo capaz de hidrolizar la naringina
difundida en la pelicula. De hecho, esta es la principal limitaciéon en el desarrollo de
peliculas bioactivas aplicadas a procesos de transformacién de alimentos.
Posteriormente, otros estudios establecen las condiciones Optimas de trabajo de la
naringinasa inmovilizada en PVA (Nunes y cols., 2009; Busto y cols., 2007). Por
ejemplo, Busto y cols. (2007) muestran que entre un 95%-108% de la naringinasa de
A. niger afiadida al criogel de PVA al 8% es inmovilizada a un pH de 4.5 y una
temperatura de 60-70°C. Con este tratamiento la enzima podia ser reutilizada durante
6 ciclos reteniendo un 36% de la eficacia para la hidrélisis de naringina en soluciones
modelo. Mas recientemente, Nunes (2009) muestran una eficiencia del 80% con
naringinasa de Penicillium decumbens inmovilizada en PVA 10%. Estos autores
establecen las condiciones de inmovilizacién (tamafio de poro y la concentracion de
enzima), asi como las condiciones 6ptimas de trabajo (pH 4 y 70°C). Ademas, el

enzima inmovilizado tras 8 ciclos de utilizacion retenia un 70% de la actividad.
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Hipétesis y Objetivos

Los efectos beneficiosos derivados del consumo de dietas ricas en alimentos
vegetales se han atribuido principalmente a compuestos bioactivos como los
compuestos fendlicos, vitaminas, carotenoides, etc. Los citricos, y entre ellos el
pomelo, son alimentos que se consumen fundamentalmente en forma de zumos y que

presentan una elevada capacidad antioxidante.

El sabor amargo del zumo de pomelo, debido a la flavanona naringina, hace que
sea rechazado por gran parte de los consumidores a pesar de que sus efectos
beneficiosos para la salud, por sus propiedades antioxidantes, sean superiores a los

de otros citricos.

El desmargado de zumos se ha realizado tradicionalmente en al ambito industrial
mediante métodos fisicos que se basan en la capacidad de adsorcion de la naringina a
polimeros sintéticos de diversa naturaleza, tales como resinas de intercambio iénico,
pero al no ser selectivos interaccionan también con otros componentes bioactivos del
zumo provocando una reduccion de su capacidad antioxidante y por lo tanto de sus
propiedades saludables. El tratamiento biotecnolégico del zumo de pomelo con
enzimas, como la naringinasa, presenta una buena alternativa al actuar de manera
especifica sobre el componente amargo naringina y rindiendo como producto de la
hidrélisis enzimatica la flavanona no glicosilada naringenina, compuesto no amargo.
Por otro lado, el uso de la enzima inmovilizada presenta la ventaja, frente a su
contrapartida soluble, de una mayor estabilidad operativa y de posibilidad de

reutilizacién sin variaciones importantes en la eficacia catalitica.

En base a lo expuesto, la hipotesis de trabajo , planteada, ha consistido en
suponer que el tratamiento de los zumos de pomelo con la enzima naringinasa libre o
inmovilizada no afectaria o afectaria en menor grado que el método de desamargado
convencional con resinas de intercambio a la capacidad antioxidante de los zumos v,
por lo tanto, al efecto protector sobre el dafio oxidativo a biomoléculas, cuyo
incremento in vivo esta asociado a diferentes alteraciones fisiopatoldgicas. Para
comprobar esta hipotesis, en primer lugar se evalud, mediante un estudio in vitro, la
capacidad antioxidante de la naringina y de la naringenina (producto de la enzima
naringinasa) y su contribucion a la inhibicién oxidativa a proteinas, lipidos y DNA.
Posteriormente, se evalué la capacidad antioxidante total y el efecto sobre

biomarcadores de dafio oxidativo en zumos tratados con enzima libre e inmovilizada y
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se compar6 con el método de desamargado tradicional por adsorcion con resinas de

intercambio.
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Los objetivos concretos del presente trabajo han sido, por tanto:

1. Analizar las diferencias en la capacidad antioxidante, estabilizadora de radicales
superoéxido e hidroxilo y el efecto protector sobre el dafio oxidativo a lipidos y

DNA de la flavanona naringina y de su aglicona naringenina.

2. Establecer la contribucion del tratamiento de desamargado del zumo con la
enzima naringinasa o con la resina de intercambio iénico Amberlite®IRA-400 a la

capacidad antioxidante y al efecto inhibidor del dafio oxidativo a biomoléculas

3. Evaluar los posibles efectos del tratamiento de zumo de pomelo con la enzima

naringinasa inmovilizada por atrapamiento en un criogel de polivinilalcohol

(PVA) sobre sus caracteristicas antioxidantes y efecto protector a biomoléculas.
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Material y Métodos

4.1. MATERIAL

Los diferentes reactivos utilizados en las determinaciones analiticas, asi como su
procedencia, seran resefiados en el apartado correspondiente a cada uno de los

métodos.
Aparatos
v" Cromatografo liquido de alta resolucién Waters comp uesto por:

0 Sistema de bombeo de solventes e inyector automatico modelo Alliance
2695

o0 Detector electroquimico Coulochem |l ESA y detector ultravioleta
Waters 2487
v' Espectrofotdmetros
0 ULTROSPEC 1100 (Pharmacia Biotech)
0 HITACHI modelo U-2000
0 UNICAM modelo 5625 UV/VIS
0 HP8453 con bafio termostatizado LTD6G

v' Centrifugas :

0 Centrifuga refrigerada Beckman modelo J2-HC (Beckman)
o0 Centrifuga refrigerada modelo Kubota 2010 (Kubota Corporation)
0 Centrifuga de mesa Biofuge, modelo 13 (HERAUS)

v' Oftros aparatos:

0 Bafios termostatizados de temperatura regulable Precisterm modelo S-
387 y Unitronic 100

0 Molecular Imager Gel Doc TM (Bio Rad)

0 Sistema de electroforesis Bio-Rad power-Pac 1000 (Hercules, CA)
0 pHmetro Crison, modelo 2001 (CRISON)

0 Balanzas y microbalanza electrénica Sartorius.

o Sistema Millipore de filtracién bajo vacio, equipados con filtros para
solventes y soluciones acuosas
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0 Agitador orbital, modelo G2FC (NewBrunswick)
0 Agitadores magnéticos con calefaccion
0 Agitadores manuales de tubos Vortex

o Material habitual de laboratorio

4.2. METODOLOGIA
4.2.1. PROCESADO DEL ZUMO Y TRATAMIENTOS DE DESAMAR GADO

La fruta se obtuvo en el comercio en estado maduro, en condiciones asépticas, se
cortaba por la mitad y se procedia a la extraccién del zumo con un exprimidor (Braun
Citromatic). El zumo se filtr6 utilizando lana de vidrio (tipo A/E, Gelman Sciences) con
el objetivo de separar la pulpa de las semillas. Posteriormente 25 mL de zumo se

utilizaron como control (zumo fresco FJ) y la otra fracciéon se sometié a pasteurizacion

siguiendo el método de Tatum y Berry (1973).

Tratamiento enzimatico con naringinasa (N-PJ): A 25 mL de zumo pasteurizado se

afiadieron 200 pL de naringinasa (Sigma Chemical Co.) para obtener una
concentracion final de la enzima de 0.4U/mL (Prakash y cols., 2002). A continuacién
se incubaron a 20°C durante 24 horas a 150 rpm, transcurrido este tiempo se para la

reaccion enzimatica manteniendo las muestras a 4°C.

Tratamiento con Amberlite IR 400 (R-PJ): A 25 mL de zumo pasteurizado se

afiadieron 5 g de Amberlite IR 400 (Sigma Aldrich), agitando constantemente durante 3
minutos a temperatura ambiente (Mishra y Kar, 2003). La Amberlite IR 400 se eliminé

por centrifugacion y filtracion del zumo.

Tratamiento con enzima naringinasa inmovilizada en PVA (IN-PJ): Se aplicé el

método de inmovilizacién desarrollado por Busto y cols. (2007). La solucion de alcohol
polivinilico (PVA), se preparé disolviendo 0,04 g de hidroxido sodico en 18 mL de agua
destilada y se afiadieron 1,6 g de PVA. Esta solucion alcalina de PVA (25mg de NaOH
/g PVA), contenida en un frasco de cristal herméticamente cerrado, se calent6 bajo
agitacion magnética hasta obtener la disolucién total del PVA, se enfrié y se neutralizé
con unas gotas de HCI. Posteriormente se preparé una disolucion de PVA al 8% con
naringinasa (5U/mL). Las perlas de PVA se formaron por el método de congelacion-
descongelacién (Ting y Sun, 2000): se extruia la solucién de PVA sobre el N, liquido,
contenido en un vaso Dewar de 1.5 litros, gota a gota con ayuda de una bomba
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peristaltica situada a unos 60 cm de altura del vaso. Una vez formadas se lavaron las
perlas con agua destilada bajo agitacibn magnética durante 1h. Posteriormente, se
eliminé la mayor cantidad de agua (con papel de filtro estéril y libre de humedad), y se
almacenaba a 4°C hasta su utilizacion. Para el tratamiento del zumo, se afiadieron 2 g
de perlas de PVA con naringinasa inmovilizada (5 U/g perlas) a 25 mL de zumo
pasteurizado. Se incubaron a 20°C durante 24 horas a 150 rpm, transcurrido este

tiempo se eliminan las perlas por filtraciéon del zumo.

4.2.2. DETERMINACION CUANTITATIVA DE POLIFENOLES TO TALES
Fundamento teérico

La cantidad total de polifenoles en los zumos de pomelo se determinaron de
acuerdo con el procedimiento de Folin-Ciocalteau (Singleton y Rossi, 1965). La
reaccion de Folin-Ciocalteu se basa en la oxidacion de los polifenoles con el reactivo

de Folin formando un complejo azul que mide espectrofotométricamente a 750 nm.
Procedimiento

Reactivos: Reactivo de Folin-Ciocalteau y acido galico fueron suministrados por
Sigma Chemical Co (St. Louis, Mo, USA). Carbonato de sodio (Na,CO3) fue de

Panreac (Barcelona, Espafia).

Metodologia: 10 yL de zumo se llevaron a un volumen final de 100 uL, se afiadieron
500 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau diluido 1/10, y 400 pL de la solucién de
carbonato de sodio al 7,5%, y se dejaron incubando durante 40 minutos a temperatura
ambiente. La absorbancia fue evaluada en un espectrofotdmetro (Hitachi U-2000) a
750 nm frente a un blanco. Los resultados se expresaron en ug mL™* de equivalentes

de &cido galico.

La recta de calibrado se preparaba a partir de la solucién estandar de acido galico,
en un rango de 0-100 pg &cido gédlico mL™. La figura 4.1. muestra un ejemplo

representativo de recta patron para polifenoles obtenida en las condiciones descritas.
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1,2
1,0
08 | ug Ac. Galico mL™ = a+b*Absorbancia

] a=0,0139 b=0,0991 R?*=0,9976

04 %

Absorbancia 750 nm

0,2

0,0 T T 1
0 5 10 15

Acido Galico ( pg/mL)

Figura 4.1. Ejemplo ilustrativo de recta patron para polifenoles totales.

4.2.3. DETERMINACION CUANTITATIVA DE NARINGINA
Fundamento teoérico

Para la evaluacion del contenido en naringina en el zumo de pomelo y en las
muestras estandar preparadas en el laboratorio se utilizd el procedimiento
espectrofotométrico descrito por Davis (1947). Aunque no es un método especifico, en
la actualidad es el dUdnico reconocido para la determinacién cuantitativa
espectrofotométrica de naringina en zumo de pomelo (Johnson y Chandler, 1982). Se
fundamenta en la reaccién entre flavanonas y dietilenglicol en medio basico generando
un cambio de color cuya intensidad es directamente proporcional a la concentracion de

flavanonas.
Procedimiento

Reactivos: Dietilenglicol (C4H1003) fue suministrado por Sigma Chemical Co. (St.
Louis, Mo, USA). Hidréxido de sodio (NaOH), acido acético (CHsCO;H) y acetato de

sodio (C,H3;NaO,) fueron suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania).

Metodologia: Para las determinaciones se mezclaron 20 pL zumo de pomelo con la
solucién de NaOH 4 M, se complet6 con dietilenglicol al 90% hasta un volumen final de
1 mL, y se incubaron durante 15 minutos. Finalmente se evalud la absorbancia en un
espectrofotometro a 420 nm. Los resultados de concentracién se expresaron en pg de

naringina mL™.

La curva patron se preparaba a partir de una solucién estandar de naringina.
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1,2
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S osl . . ug naringina mL™* = a + b*Abs
g %87 a=0,0161 b=0,0479 R*=0,9934
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ug Naringina/mL

Figura 4.2. Ejemplo ilustrativo de la recta patrén para la cuantificacion de naringina

4.2.4. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE T OTAL

4.2.4.1. Método del ABTS ™
Fundamento teérico

Para la determinacion de la capacidad antioxidante total se siguié el método del
ABTS™ de Miller & Rice-Evans (1997) modificado por Pellegrini y cols. (1999) y Rivero
y cols. (2007), basado en la oxidacién del ABTS (sal de diamonio del acido 2,2 azino-
bis-(3-etilbenzotiazolina-6 sulfénico)) por el persulfato potasico para formar el radical

ABTS™, que es reducido en presencia de antioxidantes donadores de hidrégeno.
Procedimiento

Reactivos: PBS, ABTS (sal de diamonio del acido 2,2"azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6 sulfénico)), persulfato potasico (K;S;0g), TROLOX (6-Hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), naringina y naringenina suministrados por
Sigma-Aldrich y Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA).

Metodologia: La generacion del reactivo ABTS™, se realizé mezclando ABTS 7 mM
con la solucion de persulfato potasico 2,45 mM en la proporcion (1:1). La
determinacioén de la actividad antioxidante total se realiz6 espectrofotométricamente a
734 nm afiadiendo naringina o naringenina a diferentes concentraciones (0-40 uM) y
para el ensayo de los zumos de pomelo se afiadio un alicuota (5-30 L, diluidos 1/4) al
reactivo del ABTS™. Los resultados se expresan como TEAC (trolox equivalent

antioxidant capacity). La recta de calibrado con trolox se realizé a partir de una
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solucién estandar de trolox. El ajuste de la recta calibrado se muestra a

continuacion:

60 - MM Trolox = a + b*Abs

%Inhibicion

30 a=15311 b=28196 R?=0,9993

0 10 20 30 40

TEAC (uM Trolox)

Figura 4.3 . Ejemplo ilustrativo de la recta patrén de trolox

4.2.4.2. Determinacion de la capacidad reductora. M étodo del FRAP
Fundamento tedrico

Para la determinacién de la capacidad reductora se siguié el método del FRAP de
Benzie & Strain (1999). Se fundamenta en la capacidad de reducir el Fe (Ill) hasta Fe

(I, mediante la siguiente reaccion:

Fe () —= TPTZ + 1e »Fe (Il) - TPTZ
(incoloro) (azul)

Mediante un donante de electrones (antioxidante) se forma un compuesto de color
azul que presenta un maximo de absorcién a 593 nm. La medida espectrofotométrica

a esa longitud de onda es proporcional a la capacidad reductora de la muestra.

Procedimiento

Reactivos: Acetato sodico (C,HszNaO,), acido acético (CHs;CO,H), acido clorhidrico
(HCI), tricloruro de hierro (FeCls), sulfato de hierro (FeSO,) suministrados por Panreac
(Barcelona, Espana). TPTZ (2,4,6-tris-2-piridil-s-triazina (CigH12Ng)) por Sigma
Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA).

Metodologia: La generacion del reactivo TPTZ, se realiz6 mezclando 25 mL de
tampon acetato sodico 0,3 M pH 3,6, 2,5 mL FeCl; 20 mM, 2,5 mL TPTZ 10 mM y 3
mL de agua miliQ. Distintos volimenes de naringina y naringinina (0,1; 0,2; 0,3; 0,5
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mg/mL) o de zumo (5-30 uL) se incubarén a 37°C durante 30 minutos con 970 uL del
reactivo TPTZ. La determinacibn de la capacidad reductora se realizd
espectrofotométricamente a 593 nm. Los resultados se expresan como pM FeSO,. La
recta de calibrado se realiz6é a partir de una solucién estandar de FeSO,. El ajuste de

la recta de calibrado se muestra a continuacion:

147 UM FeSO, = a + b*Abs
1,2 4

1,0 4
0.8 | a=0,0312 b=0,0455 R?*=0,9971
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0 T T T T )

0 10 20 30 40 50

Absorbancia 593 nm

pM FeSO4

Figura 4.4 . Ejemplo ilustrativo de la recta patrén de FeSO,,

4.25. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD ESTABILIZADORA DEL R ADICAL
SUPEROXIDO

4.2.5.1. Método enzimatico
Fundamento teérico

Para el estudio de la capacidad estabilizadora del radical superéxido mediante el
método enzimatico se siguié el método de Mc. Cord y Fridovich (1969). El radical
superdxido se genera por el sistema xantina/xantina oxidasa que reduce el citocromo
C oxidado. La capacidad estabilizadora de la muestra se mide por la inhibicién de esta

reaccion segun el siguiente esquema,

xantina oxidasa

Xantina ac. Urico + O, __ ™" H,0, + O
citc™ citc™

La reaccién se sigue midiendo la disminucion de la reduccién del citocromo C
espectrofotométricamente a 546 nm.
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Procedimiento

Reactivos: Fosfato monopotasico (KH,PO,), fosfato dipotasico (K,HPO,) y EDTA
(C1oH14N2Na,0g°2H,0) suministrados por Panreac (Barcelona, Espafia). Citocromo C,

xantina y xantina oxidasa fueron suministrados por Roche (Madrid, Espafia).

Metodologia: En una cubeta se mezclaron tampoén fosfato potasico 50 mM, EDTA

+++

0,1 mM, xantina 0,5 mM, citocromo C™" 0,3 mM, se agitd y se afiadié xantina oxidasa.
La lectura se realiz6 a 546 nm durante 2 minutos. El resultado se consider6 el 100 %
de la actividad. A continuacion, se afiadi6 la muestra cuyo valor de absorbancia debe
de estar entre el 40-60 % de inhibicion del valor obtenido en ausencia de muestra. En
el estudio de las muestras de flavanonas se ensayaron diferentes concentraciones de
naringina (100-500 uM) o de naringenina (1-20 uM), y distitintos volumenes de zumo

(50-200 pL).

4.2.5.2. Método no enzimatico
Fundamento tedrico

La actividad “scavenger” frente al radical superdxido se ensayaba mediante un
método espectrofotométrico basado en la inhibicion del radical generado en la
oxidacién de NADH (Liu y cols., 1997). El radical superoxido se genera mediante la
oxidacién del fenacin metasulfato-b-nicotinamida adenina dinucleotido por el NADH y

determinado por la reduccién del nitroazul tetrazolio (NBT).
Procedimiento

Reactivos: Trizma base (NH,C(CH,OH)s), acido clorhidrico (HCI) fueron
suministrados por Panreac (Barcelona, Espafia). NADH por Roche. Nitro azul
tetrazolio (NBT) y 5-metilfenacin metosulfato (PMS) suministrados por Sigma Chemical
Co. (St. Louis, Mo, USA).

Procedimiento: En este experimento, el radical superoxido se genera en 3 mL de
tampoén Tris/CIH 16 mM a pH 8,0 qué contiene 78 uM de NADH, 50 uM de NBT y 10
UM PMS. Las muestras de naringina fueron ensayadas en el rango de concentracion
de 0,05-0,5 pM y de naringenina de 0,01 a 1 pM. Los zumos fueron ensayados a

diferentes volimenes (5-30 pL). Al reaccionar el radical superoxido y el NBT se
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produce una coloraciéon que es cuantificada espectrofotométricamente a una longitud
de onda 560 nm.

4.2.6. EVALUACION DE LA INHIBICION DEL RADICAL HIDR OXILO
Fundamento teérico

El perdxido de hidrogeno es el principal intermediario en el metabolismo de las
especies reactivas del oxigeno, puede ser formado a partir del anion superéxido por la
accion de la superoxido dismutasa (SOD) y es metabolizado bien por Fe(ll) para dar
radicales hidroxilo o bien por la catalasa para dar H,O y O,, de acuerdo con la

reaccion de Haber-Weiss (Hageman y cols., 1992).
Fe3+ + 02_. —> F62+ + 02
Fe*" +H,0, —_, Fe* +OH" +OH’

El radical hidroxilo formado en la reaccion entre el Fe(lll)-EDTA y H,O, en presencia
de acido ascorbico (que acelera la reaccion de Haber-Weiss por generacion de la
forma reducida del complejo de hierro) oxidan la desoxirribosa para formar productos
oxidados que por calentamiento con el acido tiobarbitdrico, a bajo pH, dan lugar a un
cromégeno de color rosa. Este procedimiento se llevo a cabo segun Halliwell y
Gutteridge (1981).

Procedimiento

Reactivos: Fosfato monosédico (NaH,PO,), fosfato disédico (Na,HPO,), acido
ascorbico (CgHgOg), cloruro de hierro (FeCls), peroxido de hidrégeno (H.O,) y acido
tricloroacético (CCI;CO,H) fueron suministrados por Panreac (Barcelona, Espafia).
Desoxirribosa (CsH100,), EDTA (C1oH14N2Na,Oge2H,0) y acido tiobarbitlrico (C4H1004)
fue por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA).

Metodologia: Para las determinaciones, 100 mM de desoxirribosa en presencia y
ausencia de muestra se mezclaron con acido ascérbico 60 mM, H,O, 100 mM, FeCl;
10 mM y EDTA 10 mM en tampén fosfato de sodio 24 mM pH 7,4. Se incubaron a
37°C durante 1 hora, la reaccion se par6 con &cido tricloroacético al 2,8 % y se incubd
con acido tiobarbitdrico al 1 % a 100°C durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo
la absorbancia se determiné a 532 nm. Las muestras de naringina y naringenina
fueron ensayadas a las concentraciones de 0-10 uM 6 0,25-6 uM respectivamente y el

resultado fue expresado como ICso. Los zumos fueron ensayados a diferentes
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volumenes (5-30 uL) y los resultados fueron expresados como % inhibicion frente a la

oxidacion de la desoxirribosa.

4.2.7. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas Wistar de tres meses de edad y peso comprendido entre 250-300
g, alimentadas con una dieta estandar (Luceso Trading S.L. (Madrid, Espafa)), y
fueron mantenidas en jaulas individuales bajo condiciones controladas de luz y
oscuridad (12h) y a temperatura de 22°C. Los experimentos se llevaron a cabo bajo
los principios internacionales del cuidado y manejo de animales. Se sacrificaron bajo
condiciones de anestesia y los higados fueron lavados con NaCl 0,9 % y utilizados
para obtener los homogenizados y los microsomas utilizados en los ensayos de

glutation (GSH) e inhibicion de la peroxidacion lipidica.

4.2.8. CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE GSH
Fundamento teérico

El contenido de glutation reducido (GSH) fue determinado por el método descrito
por Brigelius (Brigelius y cols., 1983), basado en la cuantificacion espectrofotométrica
de la conjugacién del GSH con el cloro 2,4-dinitrobenceno (CDNB) (e = 9,6 uM™cm™).

Esta reaccion esta catalizada por la enzima glutation-S-transferasa (GST).
GSH+CDNB %7 | GS-DNB+%Cl,

El aducto formado, 2,4-dinitrofenil-S-glutatién (GS-DNB), presenta un maximo de

absorciéon a 340 nm, se mide a punto final, cuando la absorbancia se estabiliza.
Procedimiento

Reactivos: Fosfato monopotéasico (KH,PO,), fosfato dipotasico (K.HPO,), acido
etilen-diaminotetracético (EDTA), fosfato monosddico (NaH,PO,), fosfato disédico
(Na,HPO,) fueron suministados por Panreac (Barcelona, Espafia). Acido metafosférico
(HPO3), terc-butil-hidroperoxido (t-BOOH), Cloro 2,4-dinitrobenceno (CDNB), Glutatién-
S-transferasa (GST) por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA).

Metodologia: Los higados se homogenizaron en 5 volumenes (p/v) de tampén

fosfato de sodio 0,1 M a pH 8, EDTA 5 mM y se centrifugaron a 1600 rpm durante 15
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minutos a 4°C. El homogenizado se incubd en presencia y en ausencia de las distintas
muestras a 37°C durante 120 minutos con 500 pM de t-BOOH, transcurrido este
tiempo se afadié HPO; al 25%, se centrifug6 a 8700 rpm durante 30 minutos a 4°C. El
sobrenadante se separé para determinar la concentracion de GSH. 50 pL de muestra
se mezclaron con tampén fosfato potasico 0,1 M, EDTA 1 mM, pH 7,0, CDNB 10 mM y
glutation transferasa. Posteriormente se sigue la reaccion espectrofotométricamente a

340 nm. La concentracion de GSH se expresa en nmol/mg proteina.

La concentracion de flavanonas utilizadas en el ensayo fue de 0,05-2 mM y de

zumo fue de 10-40 pL.

4.2.9. ENSAYO DE PEROXIDACION LIPIDICA
4.2.9.1 Peroxidacion lipidica inducida por Fe(ll)/H  ,0;

El homogenizado de higado fye incubado con 0,3 mM de sulfato férrico y 2,65 mM
de peroxido de hidrégeno durante 1h a 57°C en ausencia o presencia de diferentes
concentraciones de naringina (0,54 mM) y de naringenina (0,05-0,5 mM).

Posteriormente los niveles de TBARs fueron evaluados espectrofotométricamente.
4.2.9.2. Inducién de peroxidacién lipidica con ABAP

Los microsomas fueron obtenidos del higado de rata usando el método de Ubeaud
(Ubeaud y coals., 2005). 1 mg/mL de microsomas preparado en 50 mM Tris-CIH pH 7,0
fueron incubados en presencia y ausencia de diferentes concentraciones de naringina
(0,1-5 mM) y naringenina (0,05-2 mM) o de distintos volimenes de zumo de pomelo
(10-40 pL) y en presencia de 10 mM de 2,2°- azobis(2-amidinopropano) (ABAP). Se
incubaron durante 90 minutos a 37°C y posteriormente se evaluarén los niveles de

TBARs espectrofotométricamente.
4.2.9.3. Evaluacioén de los niveles de TBARS
Fundamento tedrico

Para cuantificar la cantidad de TBARs se siguié el método de Buege y Aust, (1978).
El procedimiento utilizado se basa en la reaccién del malondialdehido (MDA) con el
acido tiobarbitdrico (TBA) en medio acido generando un complejo coloreado formado

por condensacion de dos moléculas de TBA y MDA y la posterior determinacion del
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complejo por espectrofotometria a 532 nm (£=1,5x10°> M'cm). Otros compuestos como
grupos aldehido pueden reaccionar con el acido tiobarbitarico en estas condiciones vy,
por tanto, el procedimiento no es especifico para el MDA. La concentracion de TBARs
se calculé como equivalentes de malondialdehido usando el coeficiente de extincién

indicado para el complejo MDA-TBA.
Procedimiento

Reactivos: Trizma base (NH,C(CH,OH)s), fosfato monosddico (NaH,PO,), fosfato
disddico (Na,HPO,), acido tricloroacético (TCA) y acido clorhidrico (HCI) fueron
suministrados por Panreac (Barcelona, Espafia). El &cido tiobarbitlrico (TBA) fue

suministrado por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA).

Metodologia: Las muestras de homogenizado y microsomas incubadas con
flavanonas o zumos se les afiadié la mezcla de TBA/TCA/HCI (0,375 % / 15 % / 0,25
M), y se incubaron a 100°C durante 15 minutos, posteriormente se midid la
absorbancia a 532 nm (Hitachi U-2000). La concentracién de TBARS generados en la
mezcla se calculaba usando el coeficiente de absorcién molar 1,56E05 M*cm™L* y se
expresaba como nmol de malondialdehido/mg de proteina o mediante % de inhibicién

con respecto al control oxidado.

4.2.10. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEI NAS
Fundamento tedrico

La concentracion de proteinas existentes en las muestras de homogenizado de
higado se realiz6 por el procedimiento de Lowry y cols. (1951). El método se basa en
la propiedad que presentan los compuestos con enlaces peptidicos de reaccionar en
medio alcalino con sales de cobre para dar una coloracién violeta en una primera
reaccion. En una segunda reaccion, el reactivo de Folin para fenoles permite

incrementar la sensibilidad del procedimiento.
Procedimiento

Reactivos: Sulfato de cobre pentahidratado (CuS0O,4.5H,0) fue suministrado por
Probus. El carbonato de sodio (Na,CO:s), hidroxido de sodio (NaOH), y tartrato sodio-

potasio (C4H;KNaOg) fueron suministrados por Panreac (Barcelona, Espafa).

92



Material y Métodos

Albumina de suero bovino (BSA) y el reactivo de Folin-Ciocalteau fueron suministrados
por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA).

Metodologia: Se utilizaron 10 pL de homogenizado convenientemente diluido en
agua que se mezclaron con 5 mL de Na,CO3z 3% en NaOH 0,1 M, CuS0O,4.5H,0 2%,
tartrato Na-K 4% (98:1:1). Tras incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente se
afiadieron 0,5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau, y se prosiguié con la incubacién
otros 10 minutos, transcurrido este tiempo se cuantifico la absorbancia a 620 nm. La
concentracion de proteinas se realizé por interpolacion de las absorbancias en una
curva de BSA (seroalbumina bovina) a diferentes concentraciones (0-0,15 mg/mL) tal y

como se muestra en la figura 4.5.

c 04 mg BSA/mL = a + b*Abs
S 03
T oo a=0,0628 b =58.795 R*=0,9941
£ 01
2
< 00 ‘
0 0,05 0,1 0,15 0,2

mgBSA/mL

Figura 4.5. Ejemplo ilustrativo de la recta patrén para cuantificar proteinas.

4.2.11 EVALUACION DEL DANO OXIDATIVO AL DNA
4.2.11.1. Dafio oxidativo al DNA de timo de ternera
Procedimiento

Reactivos: Acido desoxirribonucleico (DNA), 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (80OHdG),
2-desoxiguanosina (dG) suministrados por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA),
sulfato de cobre pentahidratado CuSO,.5H,0O, acido ascorbico(Ce¢HsOs), fosfato
monosodico(NaH,PO,), fosfato disédico (Na,HPO,), cloruro de sodio (NaCl) y trizma

base (NH,C(CH,OH)s) fueron suministrados por Panreac (Barcelona, Espafia).

Metodologia: La oxidacion del DNA fue inducida con el radical hidroxilo, siguiendo

el método de Muiz y cols. (1995). Las muestras se incubaron en presencia de DNA (1
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mg/mL), acido ascorbico 100 mM, CuSO, 10 mM y tampon fosfato sédico 50 mM pH
7,4 a 37°C durante 60 minutos. Posteriormente se realizé la digestion del ADN y
cuantificacion de los niveles de la base modificada 8-OHdG, asi como la electroforesis
en gel de agarosa. La concentracion de naringina y naringenina fue ensayada a
diferentes concentraciones (0,001; 0,01; 0,1; 1; 5; 10; 20; 30; 40 y 50 uM) y los zumos

de pomelo fueron ensayados a diferentes volimenes (25; 50; 100 y 200pL).

4.2.11.2. Electroforesis en gel de agarosa
Fundamento tedrico

La electroforesis en gel de agarosa es un método simple y rapido para determinar el
tamafio, calidad y cantidad de DNA. Las moléculas de acidos nucleicos, debido a la
carga negativa proporcionada por los fosfatos, se mueven cuando estan expuestas a
un campo eléctrico. La velocidad de migracion de los fragmentos de DNA es
proporcional a la carga de las macromoléculas e inversamente proporcional a su masa
y conformacién. Como los &cidos nucleicos tienen un esqueleto fosfato de carga
negativa la razén carga/masa es constante para todos los tamarfios lo que hace que
migren en un campo eléctrico en funcién de su tamafio.

Para revelar la posicidn de los fragmentos de DNA se corre el gel en presencia de
bromuro de etidio que se intercala entre pares de bases adyacentes del DNA que
absorbe entre 302 y 366 nm, emitiendo fluorescencia a 590 nm que corresponde al
naranja en el espectro visible. La ventaja del bromuro de etidio es que su fluorescencia
se ve incrementada 25 veces cuando se intercala en acidos nucleicos bicatenarios
mientras que no varia cuando esta libre o asociado a acidos nucleicos

monocatenarios.
Procedimiento

Reactivos: Bromuro de etidio (C,1H»0BrNs), trizma base (NH,C(CH,OH)s), borato,
acido etilendiaminotetracético (EDTA), azul de bromofenol (C19H1005SBr,) y glicerol
(C3HgO3) suministrado por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). Agarosa por
Promega (Madison, Wi, USA). Marcadores de peso molecular (\ADNA/Hind 1ll, 100bp
DNA ladder) suministrados por Invitrogen (Carlsbad, Ca, USA).
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Metodologia: Las alicuotas de DNA (50uL) y los marcadores de peso molecular se
mezclaron con 10 pL del buffer de carga (20% glicerol, 0,1% azul de bromofenol y 80%
tampon fosfato de sodio 0,1M pH 7,4). La electroforesis se realiz6 usando un sistema
de electroforesis Bio-Rad power-Pac 1000 (Hercules, CA), a 400 mA. Las bandas de

DNA se visualizan bajo luz ultravioleta y se fotografian con una camara digital.

4.2.11.3. Cuantificacion de los niveles de 8-OHDG
Fundamento tedrico

Para el andlisis de la base modificada se siguié el método propuesto por Floyd y
cols. (1988) y madificado por Mufiz y cols (1995). La determinacién se realiz6 por
HPLC utilizando la combinacion de dos detectores, ultravioleta-visible (UV) vy
electroquimico (EC) que permite discriminar entre bases no modificadas y las
modificadas, ya que las primeras no son activas electroquimicamente mientras que las
modificadas si lo son. La muestra de DNA debe ser previamente digerida por la accion

combinada de nucleasas y fosfatasas.
Procedimiento

Reactivos: Acetato sddico (C,Hz:NaO,,) fosfato monosédico (NaH,PO,), fosfato
disodico (Na,HPO,), fueron suministrados por Panreac (Barcelona, Espafia). Acido
acético(CH3;CO,H), acetonitrilo (grado HPLC) por Merck (Darmstadt, Alemania).
Nucleasa P1 por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA) y fosfatasa alcalina por
Invitrogen (Carlsbad, Ca, USA).

Metodologia: La digestion se realizé incubando 200 pg de DNA con 100 U de
DNAasa | en Tris-HCI 10 mM a 37°C durante 60 minutos. En el siguiente paso el pH
de la reaccién se bajo a 5,1 mediante la adicion de acetato sédico 0,5 M pH 5,1y 5 U
de Nucleasa P1 a 37 °C durante 60 minutos. Después de neutralizar el pH de la
mezcla de reaccion tampén Tris-HCI 0,4 M pH 7,4, se incub6 con fosfatasa alcalina
(100 U) durante 1 hora a 37°C (Mudiz y cols.,, 1995). En la determinacion
cromatografica (HPLC) de la base modificada se utilizo una columna de fase reversa
Spherisorb ODS 2,5um (0.46x25cm). Se aplicé un flujo en isocratico de 1mL/min

utilizando como fase movil tampén fosfato 50 mM pH 5,5-acetonitrilo 4%.
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La base modificada se detectd electroquimicamente y se identificé por sus tiempos
de retencion, determinados en la muestra patron procesada paralelamente. Los
niveles de base modificada se expresan en relacion de la base no modificada 2-
desoxiguanosina (dG) determinada paralelamente mediante un detector U.V. acoplado
en serie con el electroquimico. Para la cuantificacion se utilizé el area de los picos,

relativa al patrén de 80OHdG y al de la base dG.

La cuantificacion se realiz6 utilizando las rectas de calibrado que se preparaban con

8-hidroxi-2-desoxiguanosina (80OHAG) y 2-desoxiguanosina (dG).

200 140 -
120
150 100
© g 80
£ 100 Z 60
o 40
> 20
O v T T 1 0 T T !
0 20 40 60 0 10 20 30
pmoles 8-OHdG nmoles dG
pmoles 80OHAG = a + b*Area nmoles dG = a + b*Area
a=272763 b=38146 R”*=0,9985 a=0417 b=6,5899 R”=0,9996

Figura 4.6. Ejemplo ilustrativo de las rectas patrén para cuantificar 8OHdG y dG.

4.2.12. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS.

Los resultados de este trabajo han sido procesados con el paquete estadistico
Statgraphics Plus para Windows. Se realizd un tratamiento estadistico de los datos
para su mejor manejo y presentacion en tablas y figuras a partir del calculo de medias,

rangos y desviaciones estandar.

Se llevaron a cabo analisis comparativos ANOVA, test LSD y t de Student, con el fin
de determinar las diferencias significativas entre las muestras a un nivel de
significacion de a=0,05. Para el analisis de las correlaciones entre las variables

estudiadas se aplicaron los modelos de regresion simple.

Letras mindsculas y simbolos del test de LSD (en forma de superindices) que se
incluyen en las tablas y los gréaficos del apartado de Resultados. Dichas letras y

simbolos indican los resultados de test de Tukey después de realizar una comparacién
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multiple de medias de los tres valores ensayados en una misma muestra para una
variable determinada. Si dichos superindices son distintos para una misma columna en
caso de las tablas y en el caso de los graficos para una misma serie de columnas, los
valores correspondientes seran estadisticamente diferentes entre si a un nivel de
significacién de p<0,005. La secuencia en orden alfabético de letras como superindice

corresponde al ordenamiento de menor a mayor del valor promedio de las muestras.
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Abstract

BACKGROUND: This study was designed to evaluate and compare antioxidant capacity and radical scavenging activity of
naringin and its aglycone by different in vitro assays. The effects of flavanones on lipid peroxidation, glutathione (GSH)
oxidation and DNA cleavage were also assessed.

RESULTS: The results showed that naringenin exhibited higher antioxidant capacity and hydroxyl and superoxide radical
scavenger efficiency than naringin. Our results evidenced that glycosylation attenuated the efficiency in inhibiting the enzyme
xanthine oxidase and the aglycone could act like a more active chelator of metallic ions than the glycoside. Additionally,
naringenin showed a greater effectiveness in the protection against oxidative damage to lipids in a dose-dependent manner.
Both flavanones were equally effective in reducing DNA damage. However, they show no protective effect on oxidation of GSH.

CONCLUSION: The data obtained support the importance of characterizing the ratio naringin/naringenin in foods when they

are evaluated for their health benefits.
(© 2010 Society of Chemical Industry

Keywords: antioxidant activity; lipid peroxidation; naringenin; naringin; radical scavenger
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INTRODUCTION

Flavonoids are a large group of low-molecular-weight polyphe-
nolic compounds present in many plant-based foods regularly
consumed by humans. These natural compounds have shown
a wide range of biological and pharmacological activities' that
have been attributed to their ability to inhibit or modulate certain
enzymes and to their antioxidant properties.?? Scavenging of free
radicals seems to play a considerable role in the antioxidant activ-
ity of flavonoids, which in turn is ascribed to the phenolic hydroxyl
groups attached to flavonoid structure.*® A relation between the
chemical nature of flavonoids and their antioxidant activity has
been established.® The chemical nature of flavonoids depends
on structural class, degree of hydroxylation, other substitutions
and conjugations, and degree of polymerization.” Glycosylation
commonly occurs in the metabolism of flavonoids, and increases
their hydrophilic properties by addition of sugar moieties into
the structure.? Some experiments have shown that glycosylation
limits the antioxidant activity of flavonoids in vitro.?

Among the various types of flavonoids, naringenin (4',5,7-
trihydroxyflavanone), found especially in many citrus fruits, has
been shown to possess antioxidant, anti-inflammatory, antipro-
liferative and antimutagenic properties,>'® and recent studies
suggestthatit could be auseful chemoprotectiveagent.! Naringin
(4',5,7-trihydroxyflavanone 7-rhamnoglucoside), a glycoside of
naringenin, is a main cause of bitterness in some citrus juices, it

is rapidly transformed into naringenin by the action of enzymes
such as a-rhamnosidase and g-glucosidase.'? This flavanone was
reported to possess anti-inflammatory, anti-ulcer, and antioxidant
activities.? In addition, Jagetia'! indicated that naringin protects
against radiation-induced chromosome damage in mouse bone
marrow, and results of in vitro anticarcinogenesis assay showed
that naringenin, but not naringin, inhibited aflatoxin B1-induced
carcinogenesis.'® These and other similar data suggest that narin-
genin and naringin possess several different biological functions
and properties. In fact, Chen et al.? provided the first evidence to
suggest that rutinoside in flavonoids prevented the induction of
apoptosis.

In this context, the aim of this study was to evaluate and compare
the protective effect of naringin and its aglycone on DNA oxidative
damage, and the inhibitory effect on glutathione (GSH) oxidation
and lipid peroxidation. In addition, total antioxidant capacity and
superoxide and hydroxyl scavenging activity of both flavanones
were studied by applying different in vitro assay systems.

___________________________________________________|
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MATERIAL AND METHODS
Chemicals
Naringin (4',5,7-trihydroxyflavanone 7-rhamnoglucoside),

naringenin (4',5,7-trihydroxyflavanone), 2,2'-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS),
2,2'-diazobis(2-aminodinopropane)  dihydrochloride  (ABAP),
6-hydroxyl-2,5,7,8-tetramethyl-2-carboxylic acid (Trolox), 2,4,6-
tris(2-pyridyl)-S-triazine  (TPTZ), 2-deoxy-D-ribose, tert-butyl
hydroperoxide (t-BOOH), phenazine methosulfate (PMS),
xanthine, cytochrome ¢ and calf thymus DNA were from
Sigma-Aldrich Co. (St Louis, M, USA). Potassium persulfate
(K503S,), ferric chloride acid (FeCl3), ferrous sulfate (FeSO,), cupric
sulfate (CuSO,), hydrogen peroxide (H,0,), L-ascorbic acid, and
trichloroacetic acid (TCA) were obtained from Panreac (Barcelona,
Spain). Thiobarbituric acid (TBA) was purchased from Merck
(Darmstadt, Germany). Bovine serum albumin, NADH disodium
salt, xanthine oxidase and 4-nitroblue tetrazolium chloride (NBT)
were from Roche (Madrid, Spain). Tris, ethidium bromide, and
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) tretrasodium salt were
from Amresco (Solon, OH, USA).

Determination of total antioxidant capacity

ABTS method

Total antioxidant capacity was determined by ABTS assay
according to Pellegrini et al.' This technique measures the relative
ability of antioxidant substances to scavenge the ABTS®** cation
radical generated in the aqueous phase by adding potassium
persulfate and keeping the solution in the dark at room
temperature. The reaction mixture contained 3.36 mmol L~' ABTS,
0-40 umol L~ flavanone and phosphate buffered saline (PBS) at
pH 7.4 in a total volume of 1 mL. The decrease in absorbance
was measured at 734 nm. The antioxidant activity was expressed
as ICsp. The IC5q values — concentration giving 50% inhibition of
radical production - were determined by regression analysis.

FRAP method

This assay is based on increase in the absorbance at 593 nm
due to formation of TPTZ-Fe(ll) complexes according to the
method described by Benzie and Strain.'> The reaction mixture
was prepared by mixing 25 mL of 0.3 mol L=! sodium acetate
buffer solution (pH 3.6), 2.5 mL of 10 mmol L~ TPTZ, 2.5 mL of
20 mmol L=! FeCls, and 3 mL water. Different concentrations of
naringin and naringin (0.1,0.2,0.3, 0.5 mg mL~") were mixed with
the reaction mixture in a total volume of 1 mL and incubated at
37°C for 30 min. The results were expressed as mmol L' Fe(ll),
using linear calibration obtained with different concentrations of
FeSO,.

Determination of superoxide radical scavenger activity

NBT method

The superoxide radical scavenging effect of naringin and narin-
genin was determined by monitoring the reduction of nitroblue
tetrazolium (NBT) as described Liu etal.'® The reaction mixture
contained various concentrations of naringin (0.05-0.5 umol L~7)
or naringenin (0.01-1pumolL™"), 78 umol L~" NADH (nicoti-
namide adenine dinucleotide, reduced form), 50 umol L= NBT
and 10 umol L' PMS (5-methylphenazinium methosulfate) in
Tris-HCI buffer (16 umol L~", pH 8.0) in a total volume of 2.5 mL.
The samples were incubated at room temperature for 5 min and
the absorbance was read at 560 nm. The results were expressed as
ICs0.

Xanthine oxidase/cytochrome c method

The enzymatic system to produce superoxide radicals was
essentially that described by McCord and Fridovich.'” The reaction
begins with a mixture of 0.3 mmol L~ xanthine, cytochrome c,
0.3 mmol L~" xanthine oxidase in a pH 7.8 buffer containing
50mmol L~ potassium phosphate and 0.1 mmolL~' EDTA
and different concentrations of naringin (100-500 pimol L= or
naringenin (1-20 umol L~"). The absorbance of the resulting
solution was measured at 546 nm for 2 min at room temperature.
The results were expressed as ICsp.

Determination of hydroxyl radical scavenger activity

The hydroxyl scavenger activity was measured by the method
described by Halliwell etal'® The reaction mixture contain-
ing 10 mmol L=" deoxyribose, 50 mmol L~" phosphate buffer,
pH 7.4, 1mmol L~ ascorbic acid, 100 mmolL~" ferric chlo-
ride, 1mmolL~" hydrogen peroxide, 10 mmolL~' EDTA and
0-10umol L= naringenin or 0.25-6 umol L~ naringin was in-
cubated for 60 min at 37 °C. Afterwards, 1 mL of the incubated
sample was mixed with 0.5 mL trichloroacetic acid (2.8% w/v) and
0.5 mL thiobarbituric acid reagent (1% w/v, in 0.05 mol L~ NaOH),
followed by heating at 100 °C for 15 min and subsequent cooling
to room temperature. The absorbance was recorded at 532 nm
in a UV-visible double-beam spectrophotometer. The results were
expressed as 1Csg.

Experimental animals

Six Wistar male rats of 3 months of age weighing between 250
and 300 g were housed in individual cages; maintained under
controlled conditions of light cycle (12h-12 h, light-dark) and
temperature (22 °C) and fed a standard diet and had access to
water ad libitum. Experiments were conducted in accordance with
the internationally accepted principles for laboratory animal use
and care. Animals were sacrificed under ether anesthesia and the
livers were removed to obtain the homogenates and microsomes.

Preparation of liver homogenates

Homogenates from liver rat were obtained using a tissue ho-
mogenator Ultraturrax Polytron (Heildoph, Germany) at 4 °C. The
homogenate (1/20, w/v) for GSH determination was prepared by
using 100 mmol L~" sodium phosphate buffer (pH 7) containing
5 mmol L~! EDTA. The homogenate (1/20, w/v) for lipid peroxida-
tion with Fell/H,0, was prepared by using 20 mmol L~ Tris-HCl
buffer (pH 7.4). All homogenates were centrifuged at 600 x g for
60 min at 4 °C and the supernatants were used for biochemical
assays.

Microsomal preparation

The microsomal fraction was obtained from rat liver using the
method of Ubeaud et al.'® The total microsomal protein content
was determined using the method of Lowry et al.?°

GSH concentration

The liver homogenate was incubated with 500 umol L~! t-BOOH
at 37°C for 120 min in the presence or absence of different
concentrations of flavanones (0.05-2 mmol L~="). After incubation,
25% (w/v) HPO3; was added to the supernatant (1/4, v/v) and the
resulting mixture centrifuged at 10 000 x g at 4 °C for 30 min.? The
GSH concentration in the sample was measured by the method of
Brigelius et al.?

J Sci Food Agric 2010; 90: 1238-1244
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Determination of lipid peroxidation
Lipid peroxidation induced by Fell/H,0,
The liver homogenate was incubated with 0.3 mmol L~ ferric
sulfate and 2.65 mmol L~" hydrogen peroxide for 1h at 37°C
in the absence or presence of different concentrations of
naringin (0.5-4 mmol L~") and naringenin (0.05-0.5 mmol L~7).
After incubation the amount of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARs) were determined.

Lipid peroxidation induced by ABAP

The microsomal fraction (1 mg mL~" of protein) wasincubatedina
solution of ABAP (10 mmol L~"), prepared in 50 mmol L~! Tris-HCI
buffer solution at pH 7 immediately prior to use, in the presence of
flavonoids at different concentrations, 0.1-5 mmol L' naringin
and 0.05-2 mmol L~! naringenin. The incubation temperature
was set at 37°C for a period of 90 min and the absorbance
measured at 532nm. The lipid peroxidation was determined
measuring the TBARs levels.

TBARs assay

The evaluation of the lipid peroxidation was carried out by the
TBARs method. The liver homogenate or microsome samples
were treated with TCA (15% w/v) and TBA (0.375% w/v) in a boiling
water bath for 60 min and cooled down by tap water. Then, 2 mL
n-butanol was added, mixed vigorously for 30s, centrifuged
and the supernatant was recorded at 532 nm. TBARs values
were calculated from the molar extinction coefficient (1.56 x
10° cm~" L mol~") of MDA-TBA complex. The result is expressed
as 1Cs (concentration of flavanone to inhibit lipid peroxidation
50% in relation to a control test).

DNA oxidative damage

DNA oxidative damage was measured by the method de-
scribed by Saez etal.?® The reaction mixture contained calf
thymus DNA (200 ug), ascorbic acid (10 mmol L=7), cupric sulfate
(100 umol L~") and the samples to be tested at different concen-
trations (0.001, 0.01,0.1, 1, 5, 10, 20, 30, 40 and 50 umol L~"). The
mixture was incubated in a shaking water bath at 37°C for 1 h.
Electrophoresis was performed after incubation of DNA samples in
1% agarose gels prepared in electrophoresis buffer (45 mmol L~
Tris-boric acid with 1 mmol L~ EDTA, pH 8.0) using a Bio-Rad
power-Pac 1000 (Hercules, CA) electrophoresis system. Aliquots
(50 uL) of DNA test solutions and molecular weight markers were
premixed with 10 UL of a loading buffer solution containing 20%
glycerol, 0.1% bromophenol blue and 80% buffer solution at pH
7.4 (0.1 mol L~" sodium phosphate). The resulting mixtures were
run at 400 mA. The DNA bands were viewed under UV light and
photographed with a digital camera. Quantity One software (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) was used to obtain the molecular weight
of the DNA band gels.

Statistical analysis

Statistical analysis of the data was carried out using one-way
analysis of variance (ANOVA). Furthermore, the least significant
difference (LSD) test was applied in order to determine the
statistical significance between various groups. A minimum
significance level of 95% (P < 0.05) was considered. Linear
regression was used in order to study the possible correlations
between studied parameters.

RESULTS

In this study the total antioxidant, capacity of naringin and its
aglycone (naringenin) were evaluated by the ABTS and FRAP
methods. The results obtained by ABTS assay showed that
naringin exhibited a lower capacity to inhibit 50% of ABTS
radical cation generation (27.1 £ 0.4 umol L~') than naringenin
(7.9 £ 0.2 umol L~"). Figure 1 illustrates the ferric ion reduction
potential of both flavanones at different concentrations by the
FRAP assay. Both flavanones reduced ferric ion in a dose-
dependent manner, but the aglycone showed higher antioxidant
efficiency than the glycoside.

The superoxide and hydroxyl radical scavenging activity of
naringin and naringenin was also tested by different procedures.
In fact, superoxide scavenging capacity was evaluated measuring
the ability of the samples to scavenge the free radicals produced
by an enzymatic (xanthine oxidase/cytochrome c system) and a
no-enzymatic (NBT method) assay. According to the ICsq values
reported in Table 1, the most potent compound was the aglycone.
Furthermore, naringenin showed higher scavenger efficiency
(4.4 umol L") inthe presence of xanthine oxidase when compared
with the NBT method (94.7 umol L~1).

On the other hand, it is well known than the hydroxyl
radical scavenging capacity of flavonoids can be due to radical
stabilization or metal chelating action; therefore, in this experiment
hydroxyl radical scavenger was tested in presence and absence of
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Figure 1. Total antioxidant capacity of naringin and naringenin by FRAP
method. Results are the mean + SD of six experiments. Values for the
same flavonoid with different letters are significantly different (P < 0.005).
*P < 0.05and *P < 0.005 as compared with naringin and naringenin at
the same concentration.

Table 1. Scavenger effect of naringin and naringenin on superoxide
and hydroxyl radical

ICs0 (umol L)

Radical generation method Naringin Naringenin

Superoxide anion

NBT 169 +29 94.7* £0.9

Xanthyne oxidase 230 £ 46 4.4*+0.2
Hydroxyl radical

With EDTA 1.36 +0.03 1.06* + 0.004

Without EDTA 2.66 +0.07 1.55* £0.1

Each value is presented as the mean =+ SD of at least six independent
experiments.

*Values significantly different (P < 0.001).

IC50: concentration giving 50% inhibition of radical production.
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EDTA. The results in Table 1 show that naringenin had a higher
capacity to scavenge the hydroxyl radical than naringin; thus
the lower concentration to reach 50% inhibition was obtained
with the aglycone. Furthermore, as shown in Table 1, hydroxyl
scavenging capacity of both flavonoids was reduced by omitting
EDTA, especially for the glycoside.

GSH levels in rat liver homogenate were studied, using t-
BOOH as inductor of oxidative stress, as an indicator of the
intracellular redox state. Results in Fig.2 show that GSH levels
in liver homogenate treated with t-BOOH decreased significantly
compared with the control group (C). The addition of naringin and
naringenin to the incubation medium did not show any significant
effect at tested concentrations (0.05-2 mmol L="). Nevertheless,
it was observed that the aglycone slightly increased thiol group
loss in a dose-dependent manner.

Theinhibition of lipid peroxidation by naringeninand naringinin
rat liver homogenate and microsomes was carried out using two
potent oxidants: hydroxyl radical and peroxyl radical. Hydroxyl
radical was generated by Fenton reaction and peroxyl radical
by thermal homolysis of 2,2-azobis(2-methylpropionamide)-
dihydrochloride (ABAP). Based on their ICso values (Table 2), the
most active compound was that having free hydroxyl in C7.
Moreover, both flavonoids inhibited the action of peroxyl more
efficiently than hydroxyl radicals.

The oxidative degradation of calf thymus DNA was carried
out with hydroxyl radicals generated by Fenton reaction and
the damaged fragments were visualized by the electrophoretic
separation on agarose gel. Figure 3 shows the electrophoretic
pattern of DNA after incubation with hydroxyl radicals in the
absence or presence of naringin and naringenin at different
concentrations. DNA was partially protected by both flavanones,
as demonstrated by the presence of fragments with higher
molecular weight than those obtained by treatment with hydroxyl
radical alone (7930 bp). In fact, results showed some protective
effect at 1 umol L~ flavanone concentration (8328 and 8373 bp
fragments with naringin and naringenin, respectively) and we
clearly observed protection of the integrity of DNA at 10 umol L~
(fragments of 9054 and 9894 bp in the presence of naringin and
naringenin, respectively). However, no protection against DNA

* W Naringin
60 O Naringenin

ab bc

GSH (nmol mg™" protein)

C t-
BOOH
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Figure 2. Effect of naringin and naringenin concentration on GSH in rat
liverhomogenate exposed to oxidative stress in the presence of t-BOOH. All
values represent the mean & SD of six independent experiments. *Values
significantly different (P < 0.005) versus t-BOOH. Values of naringenin
with different letters are significantly different (P < 0.005) with respect to
t-BOOH. C: hepatocytes in the absence of t-BOOH; t-BOOH: hepatocytes
in the presence of t-BOOH; (0.05-2 mmol L~): hepatocytes preincubated
with naringin and naringenin before adding t-BOOH to induce depletion
of GSH.

fragmentation was observed at the lowest concentrations of both
flavanones (0.001-0.1 umol L=1).

DISCUSSION

This study was carried out applying multiple in vitro assay systems
to assess and compare the antioxidant and antiradical capacity of
the flavanone naringin and its aglycone and their protective effect
on oxidative stress in biomolecules (GSH, lipids and DNA).

The antioxidant activity measured by ABTS method is based on
the capacity of flavonoids to stabilize the radical ABTS**. Another
method commonly used for measuring the total antioxidant
capacity isthe ‘ferricreducing antioxidant power’ (FRAP) assay. This
method is based on the ability of the antioxidant to reduce Fe*+ to
Fe?*. While the major part of the methods applied to evaluate the
structure-antioxidantactivity of flavonoids measure their capacity
against an oxidant, the FRAP assay measures directly the reducing
capacity of the substance, which is an important parameter
for a compound to be a good antioxidant.* The results from
these experiments indicated, in agreement with other authors,
that the hydroxyl group in position 7 significantly increased the
antioxidant capacity of the flavanone towards the stable radical
ABTS**.2° This indicated that glycosylation of the hydroxyl groups
diminished the antiradical capacity of the flavonoid, perhaps since
this reduces the number of free hydroxyl groups or destroys
the ortho-hydroxyl structure, and also the linkage of sugar may
hinder access of the free radical scavengers to the radical center
of ABTS**.2 On the other hand, our results demonstrated that
both flavanones reduced ferric ion in a dose-dependent manner,
with naringenin showing the highest antioxidant efficiency (Fig. 1).
Although this method (FRAP) has proved to be simple and reliable
without significant interference, it had not been used to study the
antioxidant activity relationships of naringin and naringenin.

Radicals can be generated either enzymatically (e.g. by the
xanthine/xanthine oxidase system) or non-enzymatically (e.g. by
a transition metal) or in combination with a reducing agent
such as ascorbate. In these assays, flavonoids can influence not
only the propagation reactions of free radicals but also their
formation, either by inhibiting the enzymes involved in the
initiation reaction or by chelating transition metals.?® Therefore,
in this study to investigate the radical scavenging capacity of
naringin and naringenin we used a non-enzymatic method and the
xanthine oxidase system for superoxide radical, and the Fenton-
type reaction with or without EDTA for hydroxyl radical. Our results
showed that although both flavonoids stabilized the superoxide
anion, naringenin was much more effective than naringin (Table 1).
These results indicated, in agreement with other authors,® that
the presence of both 7- and 5-hydroxyl groups in the aglycone
makes it an excellent candidate for the superoxide scavenging
reaction. Furthermore, our results also showed that naringenin
was much more effective using the enzyme assay, in contrast with
naringin, which reduced its radical scavenging action with the
enzymatic method. Therefore, naringenin could be considered
as an inhibitor of the primary function of the enzyme (xanthyne
oxidase). Russo etal.26 suggested that, because of the 4-oxo
function, some flavonoids can compete with the xhantine for the
active site of enzyme. Nevertheless, the results obtained in the
present work provide evidence that the o-glycosylation decreased
the efficiency in inhibiting enzyme superoxide radical generation.
This experimental result suggests that naringenin but not naringin
could be suitable forinhibition of xanthine oxidase in the treatment
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Figure 3. Effects of naringin and naringenin at different concentrations on the protection on DNA against Cu(ll)-ascorbic acid. The numbered lanes
represent: (1) DNA alone; (2) DNA exposed to Cu(ll) (100 umol L=") and ascorbic acid (1 mmol L~"); (3) ADNA/Hind Il fragments molecular weight
standard; (4) 100 bp DNA ladder molecular weight standard; (5-14) DNA and Cu(ll)-ascorbic acid + flavonoid at the follows different concentrations:

0.001,0.01,0.1, 1, 5,10, 20, 30, 40 and 50 umol L.

Table 2. Effect of naringin and naringenin on lipoperoxidation in the
presence of peroxyl or hydroxyl radical

1Cs50 (mmol L)

Radical Naringin Naringenin
Peroxyl (ABAP)? 2714 0.044 1.21* £0.016
Hydroxyl® 1.99 + 0.044 0.23* £0.003

@ Microsomes.

b liver homogenate.

All values represent the mean + SD of at least six independent
experiments.

*Values significantly different (P < 0.005).

1C50: concentration giving 50% inhibition of lipoperoxidation.

of diseases where there is an overproduction of superoxide anion,
such as ischemia.?’

The hydroxyl radical is the most toxic of the reactive oxygen
species responsible for cellular damage.?® In recent years, several
studies have been conducted on the hydroxyl scavenging activity
of natural flavonoids but some results are quite contradictory. The
results on hydroxyl scavenger capacity evaluated by means of
the deoxyribose test showed that naringenin exhibited a higher
quenching efficiency than naringin. Nevertheless, the presence
of EDTA in the deoxyribose test showed that both flavanones
presented similar effectiveness in acting like hydrogen donors.
These results suggest that the aglycone, besides stabilizing the
radical, could act like a more active chelator of metallic ions
such as iron than naringin. Cook and Samman?? indicated that
carbonyl and hydroxyl groups in flavonoids form complexes with
iron ions and this may contribute to their property by preventing
the formation of free radicals in the Fenton system. However, it
has also been suggested that iron complexation with EDTA may
alter the redox potential of iron ions and so facilitate the oxidation
of flavonoids. The hydroxyl scavenging rate constant would then
appear lower than it should be, whereas without EDTA no pro-
oxidant activity would occur and free radical scavenging activity
would be favored.?

The GSH tripeptide is the most abundant cellular non-protein
thiol and is widely distributed in nature. It plays an important role
in the defense of the cellular system; therefore, depletion of GSH
increases vulnerability to the damage caused by free radicals.>
t-BOOH, when metabolized to tert-butyl radical (t-BOO®), can cause

the peroxidation of cellular membranes,?' rapid oxidation of GSH,
and loss of cellular viability. The results obtained in this study
indicate that pre-treatment with naringin or naringenin did not
prevent the reduction in GSH levels. Furthermore, a potential pro-
oxidant effect of naringenin in vitro might be suggested by the
observed GSH depletion in the presence of the highest aglycone
concentrations (0.5-2 mmol L~'). These results are in agreement
with those from studies performed by Jagetia et al3? to test the
effects of naringin on depletion of glutathione in HepG2 cells
induced by ferric iron and, by Galati etal.,** who reported a
pro-oxidant effect of naringenin in vitro following the oxidation
of water-soluble antioxidants independent of the presence of
transition metals.

Peroxidation of lipids could dramatically change the properties
of biological membranes, resulting in severe cell damage and
playing a significant role in the pathogenesis of disease.
Additionally, it has been shown that certain lipid peroxidation
products induce genetic over-expression of proteins such as
cytokines. In this context, different studies*** have shown
that naringenin and naringin reduced the incidence of lipid
peroxidation. Nevertheless, in these experiences flavanones were
applied in different systems and conditions and a comparative
study of both flavonoids was not provided. On the other hand, it
is known that the capacity to inhibit lipid peroxidation varies with
the oxidant applied; therefore, in the present study, two different
oxidant generating systems to study the capacity of naringin
and naringenin as protectors towards lipid oxidative damage
were employed. The results showed that the presence of -OH
in C-7 provided a greater effectiveness in the inhibition of lipid
peroxidation. In fact, the concentration of naringenin required
to reach 50% inhibition using as inductor peroxyl or hydroxyl
radical was 2.3- and 8.7-fold lower, respectively, as compared to
the glycoside. In contrast, Yu etal.? reported similar antioxidant
activity for both flavanones in a hamster LDL model.

Free radicals induce oxidative DNA damage that results in func-
tional or structural alterations in this biomolecule. Oxygen free
radicals like hydroxyl radicals induce a variety of lesions in DNA, in-
cluding oxidized bases, basic sites, and DNA strand breaks.>> With
the analysis of DNA integrity by agarose electrophoresis, narin-
genin and naringin treatment caused protective action on DNA
in a concentration-dependent way. Both flavanones decreased
oxidant-induced DNA strand breakage at concentrations above
1 umol L', Naringin has been reported to inhibit DNA damage
and ferric iron DNA oxidation?*32 and to reduce radiation-induced
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DNA damage in mouse bone marrow.3> However, Sahu and
Gray3® demonstrated that naringenin induced a concentration-
dependent peroxidation of nuclear membrane lipids concurrent
with DNA strand breaks in a model system of isolated rat liver
nuclei. In contrast, Gao et al.>’” supported the finding that citrus
flavonoid naringenin stimulated DNA repair in prostate cancer
cells.

From these results, it seems that induced oxidative reaction
in biomolecules, such as lipid peroxidation, GSH oxidation and
DNA damage, may occur through different pathways. Naringenin
and naringin, which were shown to be effective on free radical
scavenging, however, caused a decrease in GSH levels. Zhao
et al>® reported that antioxidants which protect lipids and DNA
against oxidative stress may actually accelerate damage to other
molecules, such as GSH; under these circumstances, flavonoids act
as pro-oxidants.

Summarizing, our investigation provides scientific evidence to
support the idea that elimination of rutinoside at C7 in flavanone
naringin increases the antioxidant and antiradical capacities. This
study also reveals that naringenin acts like a more active chelator
of metallicions and inhibitor of the enzyme xanthine oxidase than
the glycoside.

CONCLUSION

Our results confirm that naringin and naringenin show in vitro
different modulator capacity of oxidative stress toward lipids,
DNA and GSH. The findings suggest that it may be important to
characterize the ratio of naringin/naringenin in foods when they
are being evaluated for their potential health benefits.
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Antioxidant capacity, radical scavenging activity, as well as protective effect on lipoperoxidation, gluta-
thione oxidation and DNA damage, were evaluated in grapefruit juice subjected to bitterness removal by
naringinase or by physical adsorption with Amberlite“IRA-400. The results showed a reduction in narin-
gin content for the naringinase-treated juice (N-PJ]) and those processed with the exchange resin (R-PJ),
which made both juices acceptable to consumers. Total antioxidant capacity, measured by ABTS and FRAP
assays, was lower in R-P] samples. The highest superoxide and hydroxyl radical scavenger activity was

Keywo'.'dg - observed in N-PJ. With regard to inhibitory effect of juice samples on lipoperoxidation, N-PJ also provided
Antioxidant activity . .

Debittering the greatest effectiveness. In addition, R-PJ showed the lowest levels of GSH. The results showed a pro-
DNA damage tective effect on DNA oxidative damage for all juice samples tested. In summary, enzymatic technology

Exchange resin was more effective than physical adsorption in preserving the antioxidant and biomolecule protection

Grapefruit juice
Lipoperoxidation
Naringinase
Radical scavenger

capacity of fresh grapefruit juice.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The health benefits of citrus fruit juices have mainly been
attributed to the presence of bioactive compounds, such as ascor-
bic acid, carotenoids, flavonoids, limonoids and coumarins (Yu
et al., 2005). Beneficial activities of the components of citrus juices
for human health are primarily ascribed to its antioxidant capacity
(Xu et al., 2008). Indeed, naringin (4',5,7-thrihydroxyflavanone-7-
rhamnoglucoside) is the major flavonoid present in grapefruit juice
and has been described to have antioxidant, anti-ulcer, and anti-
inflammatory activity (Chen, Shen, & Lin, 2003). However, this fla-
vanone is also the most dominant bitter principle in grapefruit.

The studies to overcome the bitterness in citrus juices have
been reviewed by Singh, Gupta, Jain, and Dhatt (2003), and more
recently by Puri, Kaur, Kanwar, and Singh (2008). To reduce/re-
move bitterness in citrus juices below the threshold level for con-
sumer acceptability, a number of chemical treatments, physical
separation processes, blending with non-bitter citrus juice and
sugars and enzyme treatments have been described. Although
many different methods have been used since the early 1970s
the current debittering technology uses adsorption onto cellulose

* Corresponding author. Tel.: +34 947 258800; fax: +34 947 258831.
E-mail address: dbusto@ubu.es (M.D. Busto).

0308-8146/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.foodchem.2010.08.054

acetate or macroporous resin beads or cross-linked styrene divi-
nylbenzene resins (Shaw, Baines, Mitnes, & Agmon, 2000).

Nowadays, consumers demand the maximum preservation of
the endogenous sensory, nutritional and health related qualities
of fruit products. The search for new technologies that cause min-
imum damage to the nutritional characteristics and health-pro-
moting effects of grapefruit may be considered as an alternative
to conventional debittering process by physical adsorption. Debit-
tering using the enzyme naringinase has been reported by several
authors (Puri, Kaur, & Kennedy, 2005; Sekeroglu, Sibel, & Fahrettin,
2006). Commercial enzyme preparations labelled as naringinase
contain o-rhamnosidase and p-glucosidase. Naringin is first hydro-
lysed to prunin and rhamnose by the a-rhamnosidase. Orally
administered naringin can be metabolised into naringenin and
naringenin glucoronide. Naringenin is a metabolite of naringin
with a bioactive effect on human health. In the second step, prunin
is broken down into naringenin and glucose by the p-glucosidase.
Due to its substrate specificity, the enzyme treatment seems to
cause minimum changes in the fruit juice quality attributes and
makes it an interesting option against traditional procedures.

To our knowledge, up to now, no direct comparison is published
for the antioxidant capacities of grapefruit juice debittered with
naringinase and by physical adsorption with exchange resin. Fur-
thermore, research about the effects of enzymatic treatment on

Please cite this article in press as: Cavia-Saiz, M., et al. Effect of enzymatic debittering on antioxidant capacity and protective role against oxidative stress of
grapefruit juice in comparison with adsorption on exchange resin. Food Chemistry (2010), doi:10.1016/j.foodchem.2010.08.054

113



Resultados y Discusion

2 M. Cavia-Saiz et al./Food Chemistry xxx (2010) xxx-xxx

functional value of grapefruit juice is very scarce (Ribeiro, Rocha,
Sepodes, Mota-Filipe, & Ribeiro, 2008).

In this context, the aim of this study was to evaluate the impact
of the emerging enzyme technology in comparison with traditional
adsorption technology (exchange resin) on the protective role of
grapefruit juice on DNA oxidative damage, glutathione (GSH) oxi-
dation and lipid peroxidation. In addition, total antioxidant capac-
ity and superoxide and hydroxyl scavenging of debittered
grapefruit juice by both procedures were also studied.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

2,2'-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) diam-
monium salt (ABTS), 2,2'-diazobis(2-aminodinopropane) dihydro-
chloride (ABAP), 6-hydroxyl-2,5,7,8-tetramethyl-2-carboxylic acid
(Trolox), gallic acid, naringin, 2,4,6-tris(2-pyridyl)-S-triazine
(TPTZ), 2-deoxy-p-ribose, tert-butyl hydroperoxide (t-BOOH),
phenazin methosulphate (PMS), nuclease P1 and calf thymus
DNA were from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). Sodium
hydroxide (NaOH), aluminium chloride 6-hydrate (AlCl5-6H,0), so-
dium nitrite (NaNO,), diethylene glycol, Folin-Ciocalteu’s reagent,
potassium persulphate (K,0gS,), ferric chloride (FeCls), ferrous sul-
phate (FeSQy), copper sulphate (CuSO,4), t-ascorbic acid, and tri-
chloroacetic acid (TCA) were obtained from Panreac (Barcelona,
Spain). Thiobarbituric acid (TBA) and acetonitrile was purchased
from Merck (Darmstadt, Germany). Bovine serum albumin, NADH
disodium salt, DNase I, phosphatase alkaline, and 4-nitroblue tetra-
zolium chloride (NBT) were from Roche (Madrid, Spain). Tris, ethi-
dium bromide, and ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
tretrasodium salt were from Amresco (Solon, OH, USA). Amber-
lite®IRA-400 ion exchange resin was from Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim, Germany). Naringinase from Penicillium decum-
bens, containing o-rhamnosidase and B-glucosidase activity was
purchased from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).

2.2. Preparation of grapefruit samples

Grapefruits were purchased from a local supermarket and keep
at 4 °C before being processed. Fresh grapefruit juice (FJ) was ob-
tained by extraction to through a domestic squeezer (Braun Citro-
matic Pulp Control MPZ6) and filtered using a sieve (light of mesh
diameter 1 mm).

Samples of fresh juice (F]) were pasteurised (P) according to Ta-
tum and Berry (1973) just before debittering process. Thus, treat-
ment of juice by Amberlite®IRA-400, was carried out in a 250 ml
beaker containing 25 ml of pasteurised juice and 5 g of exchange
resin with constant stirring for 3 min at room temperature (Mishra
& Kar, 2003). Resin was removed by centrifugation and by filtering
the juice.

Treatment of juice by naringinase was carried out according to
Busto, Meza, Ortega, and Perez-Mateos (2007). Samples of 25 ml of
pasteurised juice were treated with naringinase (0.4 U/ml) in a
250 ml beaker and incubated at 20 °C for 24 h.

2.3. Determination of total phenols and naringin

Total phenol content was evaluated by the Folin-Ciocalteau’s
reaction (Singleton & Rossi, 1965) using gallic acid (GAE) as the
standard. The results are expressed in milligrammes of gallic acid
equivalent per litre of juice sample.

Naringin was quantified according to Davis (1947) by adding
20 pl of grapefruit juice and 20 pul of 4 M NaOH to 1 ml of 90%
diethylene glycol. The reaction sample was mixed well and al-

lowed to stand for 15 min to develop the yellow colour. The optical
density was then read at 420 nm against a blank without juice in a
Hitachi U-2000 UV-visible spectrophotometer (Tokyo, Japan). The
naringin concentration (pg/ml) was determined from a standard
graph of naringin drawn in the same manner.

The total phenol content and naringin values were expressed as
the mean # SD of six different experiments repeated three times.

2.4. Assessment of total antioxidant capacity

The antioxidant capacity of the grapefruit juices was evaluated
by ABTS method and ferric reducing antioxidant power (FRAP)
assay.

The ABTS assay was carried out according to the procedure of
Pellegrini, Proteggente, Pannala, and Rice-Evans (1999). The reac-
tion mixture contained 3.36 mM ABTS, different aliquots of juice
(5,10, 20 or 30 pl at a dilution of 1:4), and phosphate buffered sal-
ine (PBS) at pH 7.4 in a total volume of 1 ml. The decrease in the
absorbance was measured at 734 nm. The results were expressed
as the millimolar concentration of Trolox equivalents, using a lin-
ear calibration obtained with different concentrations of Trolox.

The FRAP assay is based on increase in the absorbance at
593 nm due to formation of TPTZ-Fe(Il) complexes according to
the method described by Benzie and Strain (1999). The reaction
mixture was prepared by mixing 25 ml of 0.3 M sodium acetate
buffer solution (pH 3.6), 2.5 ml of 10 mM TPTZ, 2.5 ml of 20 mM
FeCls, and 3 ml of water. Aliquots (5-30 pl) of the juice samples
were added to the reaction mixture in a total volume of 1 ml and
incubated at 37 °C for 30 min. The results were expressed as mM
Fe(II), using linear calibration obtained with different concentra-
tions of FeSOy.

2.5. Determination of superoxide and hydroxyl radical scavenger
activity

The superoxide radical scavenging activity of grapefruit juice
samples was determined by monitoring the reduction of nitroblue
tetrazolium (NBT). The reaction mixture contained 20 pul of the
juice sample, 78 LM NADH (nicotinamide adenine dinucleotide, re-
duced form), 50 uM NBT and 10 uM PMS in Tris-HCl buffer
(16 uM, pH 8.0) in a total volume of 2.5 ml. The samples were incu-
bated at room temperature for 5 min and the absorbance was read
at 560 nm.

The hydroxyl scavenger activity was measured by the method
described by Halliwell, Gutteridge, and Aruoma (1987). The reac-
tion mixture containing 10 mM deoxyribose, 50 mM phosphate
buffer, pH 7.4, 1 mM ascorbic acid, 100 mM ferric chloride, 1 mM
hydrogen peroxide, 10 mM EDTA and 20 pl of the juice samples
was incubated for 60 min at 37 °C. Afterwards, 1 ml of the incu-
bated sample was mixed with 0.5 ml of trichloroacetic acid (2.8%,
wj/v) and 0.5 ml of thiobarbituric acid reagent (1% w/v, in 0.05 M
NaOH), followed by heating at 100 °C for 15 min and subsequent
cooling to room temperature. The absorbance was recorded at
532 nm in a Hitachi U-2000 UV-visible spectrophotometer (Tokyo,
Japan).

The results were expressed as inhibition percentage referred to
a control test, in the absence of juice sample.

2.6. Reduced glutathione concentration

Homogenates from liver rat were obtained using a tissue
homogenator Ultraturrax Polytron at 4 °C. The homogenate (1/20,
w/v) for GSH determination was prepared by using 100 mM so-
dium phosphate buffer (pH 7) containing 5 mM EDTA. The liver
homogenate was incubated with 500 mM t-BOOH at 37 °C for
120 min in the presence or absence of different aliquots of the
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grapefruit juice (10-40 pl). After incubation, 25% (w/v) HPO3 was
added to the supernatant (1/4, v/v) and the resulting mixture cen-
trifuged at 10,000xg at 4 °C for 30 min. The GSH concentration
(nmol/mg protein) in the sample was measured by the method
of Brigelius, Muckel, and Akerboom (1983).

2.7. Lipid peroxidation inhibition

The experiments were carried out in rat liver microsomal prep-
arations (Ubeaud, Schmitt, Jaeck, Lave, & Coassolo, 1995) using per-
oxyl radicals as oxidant. The total microsomal protein content was
determined using the Lowry method. The microsomal fraction
(1mg/ml of protein) was incubated in a solution of ABAP
(10 mM), prepared in 50 mM Tris-HCl buffer solution at pH 7
immediately prior to use, in the presence of juice at different vol-
umes, 10-40 pl. The incubation temperature was set at 37 °C for
a period of 90 min. Lipid peroxidation was evaluated in the incu-
bated samples by the TBARs assay (Mitsuru & Midori, 1978). Absor-
bance measured at 532 nm (¢ =156 mM~! cm ') was proportional
to the quantity of peroxyl radicals generated, and the results were
expressed as nmol/mg protein referred to a control test, in the ab-
sence of juice sample.

2.8. DNA oxidative damage

The DNA oxidative damage was measured by the method de-
scribed by Saez et al. (1993). The reaction mixture contained calf
thymus DNA (200 pg), ascorbic acid (10 mM), cupric sulphate
(100 pM) and the samples to be tested at different volumes (25,
50, 100 and 200 pl). The mixture was incubated in a shaking water
bath at 37 °C for 1 h. Electrophoresis was performed after incuba-
tion of DNA samples in 1% agarose gels prepared in electrophoresis
buffer (45 mM Tris-boric acid with 1 mM EDTA, pH 8.0) using a
Bio-Rad power-Pac 1000 (Hercules, CA) electrophoresis system.
Aliquots (50 pul) of DNA test solutions and molecular weight mark-
ers were premixed with 10 pl of a loading buffer solution contain-
ing 20% glycerol, 0.1% bromophenol blue and 80% buffer solution at
pH 7.4 (0.1 M sodium phosphate). The resulting mixtures were run
at 400 mA. The DNA bands were viewed under UV light and photo-
graphed with a digital camera.

2.9. Enzymatic DNA hydrolysis and 8-OH-dG determination

DNA digestion was performed as described by Muifiiz et al.
(1995). In brief, 200 pg/ml DNA after lowering the pH to 5.1 with
sodium acetate (0.5M), 5 units of nuclease P1 followed by the
addition of 10 pl alkaline phosphate (3 units). The DNA hydroly-
sates were dissolved in HPLC-grade water and filtered through a
0.22-um syringe filter before their analysis by HPLC. The amount
of 8-OH-dG in the DNA digest was measured by electrochemical
detection. The results were expressed as inhibition percentage re-
ferred to a control test, in the absence of juice sample. Elution con-
ditions were those described by Ritcher, Park, and Ames (1988),
50 mM phosphate buffer solution, pH 5.5, containing 10% acetoni-
trite and a Waters ODS HPLC column (25 cm x 0.46 cm i.d. 5 pm
particle size).

2.10. Statistical procedure

Statistical analysis of the data was carried out using one-way
analysis of variance (ANOVA). Furthermore, the least significant
difference (LSD) test was applied in order to determine the statis-
tical significance between various groups. A minimum significance
level of 95% (p < 0.05) was considered. Linear regression was used
in order to study the possible correlations between studied
parameters.

3. Results and discussion

Traditional heat pasteurisation of citrus juices is necessary in
order to preserve their quality, especially by minimising pectin
methylesterase (PME) enzymatic activity and microbial growth.
PME inactivation is important because this enzyme catalyses pec-
tin degradation and alters the colloid stabilizing power of the pec-
tin, which imparts the favourable appearance. In this work, the
fresh grapefruit juice (FJ) was first pasteurised and then processed
with the exchange resin or the enzyme naringinase for debittering.

Table 1 shows the content of naringin and total phenols of
freshly squeezed and debittered grapefruit juice samples. The
reduction in bitterness was evaluated based on the amount of
residual naringin (Ribeiro et al., 2008). From the amount of residual
naringin the percentage reduction in bitterness was evaluated. In
comparison with fresh juice, a reduction of 64.5% and 46.8% in
naringin was observed in R-P] and N-PJ, respectively, which makes
both juices acceptable to the consumers.

The total phenol content of grapefruit juice samples is shown in
Table 1. The highest total phenol content was detected in the juice
subjected to naringinase treatment. By contrast, the exchange resin
process led to a decrease in the total concentration of phenols
(21%) compared with samples of fresh juice.

The high increase in total phenols (78%) detected in juice sam-
ples treated with naringinase can be due to the hydroxyl groups of
naringenin, a metabolite from naringin. The product of enzymatic
catalysis (naringenin) has a hydroxyl group rather than naringin.
Moreover, there is evidence that the spectrophotometric method
overestimates the polyphenol content by the lack of selectivity of
Folin-Ciocalteu’s reagent (Escarpa & Gonzalez, 2001), which reacts
not only with phenols but also with other reducing compounds
such as sugars (e.g. glucose) (Singleton et al., 1965). However, this
method has been shown to be a useful analytical tool for the rou-
tine analysis of polyphenols and it is widely used in many labora-
tories for the determination of differences among fruits and
vegetables and their products.

On the other hand, the effect of resin treatment on the total
phenols was in agreement with literature data for red grapefruit
juice concentrate (Lee & Kim, 2003). These authors reported that
the debittering process, utilizing XAD-16 adsorption column, sig-
nificantly reduced total phenol content and completely removed
some of the non-bitter flavonoids, such as narirutin and hesperidin.

In our study the total antioxidant capacity of grapefruit juice
was evaluated using ABTS and FRAP assays. The antioxidant activ-
ity measured by ABTS method is based on the capacity of a sub-
stance to stabilize the radical ABTS”, while the FRAP assay
measures directly its reducing capacity. Both methods are used
and recommended by many authors as easy and accurate assays
of measuring the antioxidant activity of fruit juices (Abeysinghe
et al., 2007; Rapisarda et al., 1999).

Fig. 1 illustrates the results of the antioxidant activity obtained
for grapefruit juices tested in the present study. All grapefruit juice
samples (FJ, N-PJ and R-PJ) stabilized the radical ABTS* and re-
duced ferric ion in a dose-dependent manner.

Table 1
Contents of total phenols and naringin in grapefruit juice samples. FJ, fresh juice; N-PJ,
pasteurised and naringinase-treated juice; R-PJ, pasteurised and resin-treated juice.

Grape juice sample Phenols (mg GAE/l) Naringin (pg/ml)

3] 689 £50.2° 676 +26.4°
N-P| 1227 £44.1¢ 359+50.9°
R-PJ 545 +56.0° 240 +16.4°

Results are the mean +SD of eighteen experiments. Different letters for each col-
umn correspond to statistically different values (p < 0.005).
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Fig. 1. Total antioxidant capacity of grapefruit juice samples by ABTS (A) and FRAP
(B) methods. FJ, fresh juice; N-PJ, pasteurised and naringinase-treated juice; R-PJ,
pasteurised and resin-treated juice. Results are the mean + SD of 10 experiments.
Different letters for each volume correspond to statistically different values
(p <0.005).

In the ABTS assay, N-P] showed the highest TEAC values
whereas R-PJ showed the lowest for all volumes of studied sample
(Fig. 1A). These results are consistent with those reported in our
previous study (Cavia-Saiz et al., 2010) in which naringin exhibited
lower capacity to inhibit 50% of ABTS radical cation than naringe-
nin. Heim, Tagliaferro, and Bobilya (2002) also indicated that the
hydroxyl group in position 7 of naringenin significantly increased
the antioxidant capacity of the flavanone towards the stable radical
ABTS™.

The antioxidant activity of the juice samples determined using
FRAP assay are represented in Fig. 1B. All juices analysed in this
study had ability to reduce Fe** to Fe?* but with significant differ-
ences. The FRAP values of juice samples were 5.5-23.6 mM FeSO,4
for FJ, 6.3-14.0 mM for N-PJ and 1.2-4.5 mM for R-PJ. In contrast
to the ABTS method, samples of fresh juice had the highest reduc-
ing capacity. The grapefruit juice treated with the exchange resin
also showed lower levels of antioxidant activity with the FRAP
method. These results can be explained bearing in mind that vita-
min C is typically a heat-sensitive compound (Yeom, Streaker,
Zhang, & Min, 2000) so it can produce losses during pasteurisa-
tion in N-PJ and R-P] samples. Furthermore, vitamin C is also
one of the components of the citrus juices with antioxidant activ-
ity that most contributes to reducing capacity (Abeysinghe et al.,
2007).

Xu et al. (2008) found that ascorbic acid contribution to total
antioxidant capacity of citrus juices was more than 50% (by FRAP
assay). These results were in agreement with previous reports
(Arena, Fallico, & Maccarone, 2001), which suggested ascorbic acid,
not phenolic compounds, was the major contributor of total anti-
oxidant capacity of citrus juices. However, some studies suggested
phenolic compounds dominated total antioxidant capacity of citrus
fruits (Rapisarda et al., 1999). It seemed that some factors such as
the maturity, material preparation and analysing methods might
cause the divergence (Xu et al., 2008).

Most free radical reactions involve the reduction of molecular
oxygen, leading to the formation of reactive oxygen species
(ROS), including superoxide anion and hydroxyl radical, these
ROS are of physiological and technological relevance and cover a
broad range of reactivity. Natural antioxidants present in citrus
juice can neutralise free radicals, due to their ability to act as free
radical scavengers and/or as metal chelators (Franke et al., 2004).
As shown in Fig. 2B, all juice samples inhibited the hydroxyl radi-
cal-caused degradation of desoxyribose in dose-dependent man-
ner. The N-PJ gave the highest protection (42-74.3% inhibition)
against oxidative damage to desoxyribose when compared to R-
PJ (38.4-69.9%) and FJ] (47.3-68.3%). For the NBT reduction assay,
which evaluates the O, scavenging ability, our results show that
all tested juices inhibited NBT reduction (Fig. 2A). The juice pro-
cessed with naringinase exhibited the highest superoxide scaveng-
ing activity (20.4-78.3%) in a dose-dependent manner, while juices
treated with the exchange resin showed the lowest inhibition per-
centage (25-34%). No significant differences were observed be-
tween fresh and enzyme treated juice at the highest volume tested.

In general, the phenolic compounds are able to scavenge radi-
cals and to chelate metals. However, it depends on the concentra-
tion and the type of the phenolic compounds (Galato et al., 2001).
In this sense, quantitative and qualitative variations of these com-
pounds (e.g. alteration of one or more hydroxyls or oxidation) may
have occurred during the pasteurisation and debittering treatment,
thus leading to differences in the scavenger activity of the juice
samples (Franke et al., 2004). Previous results (Cavia-Saiz et al.,
2010) indicated, in agreement with other authors (Yu et al.,
2005), that the presence of both 7- and 5-hydroxyl groups in the
aglycone (naringenin) makes it an excellent candidate for superox-
ide scavenging reaction and also showed that naringenin exhibited
a higher quenching efficiency for hydroxyl radicals that naringin.

GSH levels in rat liver homogenate were studied, using t-BOOH
as inductor of oxidative stress, as an indicator of the intracellular
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Fig. 2. Scavenger effect of grapefruit juice samples on superoxide (A) and hydroxyl
radical (B). FJ, fresh juice; N-PJ, pasteurised and naringinase-treated juice; R-PJ,
pasteurised and resin-treated juice. Results are the mean + SD of 10 experiments.
Different letters for each volume correspond to statistically different values
(p<0.005).
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Fig. 3. Effect of grapefruit juice samples on GSH in rat liver homogenate exposed to
oxidative stress in the presence of t-BOOH. FJ, fresh juice; N-PJ, pasteurised
naringinase-treated juice; R-PJ, pasteurised and resin-treated juice. C: Hepatocytes
in the absence of t-BOOH; t-BOOH: hepatocytes in the presence of t-BOOH; (10-
40 pl): hepatocytes preincubated with grapefruit juice samples before adding t-
BOOH to induce depletion of GSH. Results are the mean + SD of 10 experiments.
Different letters for each volume correspond to statistically different values
(p<0.005).

redox state. Results in Fig. 3 show that GSH levels in liver homoge-
nate treated with t-BOOH decreased significantly compared with
the control (C). The enzyme treatment slightly reduced thiol group;
compared with the fresh juice, no significant differences were de-
tected at higher doses. In contrast, juice treated with the exchange
resin showed the lowest levels of GSH. Previous reports (Cavia,
2010) indicated that pre-treatment with naringin or naringenin
did not prevent the reduction in GSH levels, and a potential pro-oxi-
dant effect of both flavonoids in vitro was also suggested (Jagetia,
Reddy, & Kedlaya, 2004). Nevertheless, several researches have
demonstrated the ability of other phenolic compounds and vita-
mins present in citrus juices to restore GSH (Weisel et al., 2006).
Another parameter evaluated was the inhibitory effect of juice
samples tested on lipid peroxidation in rat liver microsomes ex-
posed to oxidative stress in the presence of peroxyl radical. Free
radicals initiate and cause lipid peroxidation particularly those that
make up cell membranes, so it is important that the inhibitory
activity of lipid damage characteristic of citrus is not affected dur-
ing the treatment of debittering. Our results showed (Fig. 4) that all
juice samples studied provided a protective effect towards lipid
oxidative damage in a dose-dependent manner. It is noticeable,
that the naringinase-treated juice provided the greatest effective-
ness in the inhibition of lipoperoxidation. Some authors have
determined the anti-lipoperoxidation activities of the polyphenols,
the flavonoids, anthocyanins, hydroxycinamic acids and ascorbic
acid contained in citrus juices. In particular, Rapisarda et al.
(1999) argued that the antioxidant capacity of all examined orange

TBARS
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Fig. 4. Effect of grapefruit juice samples on lipoperoxidation in rat liver microsomes
exposed to oxidative stress in the presence of peroxyl radical. FJ, fresh juice; N-PJ,
pasteurised naringinase-treated juice; R-PJ, pasteurised and resin-treated juice. C:
Microsomes in the absence of ABAP; microsomes in the presence of ABAP; (10-
40 pl): microsomes preincubated with grapefruit juice samples before adding ABAP
to induce lipid peroxidation. Results are the mean+SD of 10 independent
experiments. Values significantly different (p < 0.005) versus C. Different letters
for each volume correspond to statistically different values (p < 0.005).

juices was due to total phenol amounts and to their ability to inter-
act with the biomembrane. Consequently, the highest total phenol
content of fresh juice in comparison with the juice treated with re-
sin, may explain the differences in TBARS values obtained in both
juices. In addition, it has been showed that the O-glycosylation
(naringin) decreased the efficiency in the inhibition of lipoperoxi-
dation (Cavia et al., 2010). In fact, the concentration of naringenin
required to reach 50% inhibition using as inductor peroxyl radical
was 2.3 lower as compared to the naringin. In contrast, Yu et al.
(2005) reported similar antioxidant activity for both flavanones
but in a hamster LDL model.

The oxidative damage to the DNA generates a series of injuries
as breakage of connections phosphate, or oxidation of puric and
pirimidinic bases. Some of these modifications have been consid-
ered potentially harmful and responsible for mutations in the
integrity of the genome. In this work the DNA breakage induced
by Cu(lI)-ascorbic acid was analysed by agarose gel electrophoresis
and base oxidation measurement by the levels of 8-OH-dG. Fig. 5
shows the electrophoretic pattern of DNA after incubation with hy-
droxyl radicals in the absence or presence of the grapefruit juice
samples. The results showed a protective effect for all juice sam-
ples tested at 100 pul of volume, and it was clearly observable pro-
tection of the integrity of DNA at 200 pul. A slight protection against
DNA fragmentation was also observed at the lower volumes (25 pl
and 50 pl). The suggestion that grapefruit juice plays a protective
effect against DNA damage under the reported experimental condi-
tions is consistent with a number of previous observations in
which the preventive effect by naringin and naringenin has been
shown (Jagetia et al., 2004).

Another method used to test the capacity of the grapefruit juice
samples to protect DNA from oxidation consisted in quantifying
their capacity to inhibit the level of modified base 8-OH-dG formed
during attack of the OH: on the DNA. It is known that the oxygen
free radical attacks DNA, resulting in production of oxidised bases
such as 8-OH-dG which contribute to mutations and tumour pro-
motion (Shen, Deininger, Hunt, & Zhao, 2007). DNA was treated
in solution with ascorbic acid and copper in the absence and pres-
ence of different volumes of grapefruit juice samples (Table 2). 8-
OH-dG was not detected after incubation of DNA alone or in the
presence of 25, 50, 100 pl of grapefruit (data not shown), so the
juices did not induce any DNA damage. The presence of grapefruit
juice in the co-incubated DNA system significantly inhibited oxida-

COH'1234567 891011121314

Fig. 5. Effects of grapefruit juice samples at different concentrations on the
protection on DNA against Cu(Il)-ascorbic acid. The numbered lanes represent: DNA
alone (C); DNA exposed to Cu(Il) (100 pM) and ascorbic acid (1 mM) (OH-); ADNA/
Hind 111 fragments molecular weight standard (1); 100 bp DNA ladder molecular
weight standard (2); DNA and Cu(II)-ascorbic acid + fresh juice at 25 pl (3), 50 pl
(4), 100 pl (5) and 200 pl (6); DNA and Cu(Il)-ascorbic acid + naringinase processed
juice at 25 pl (7), 50 pl (8), 100 pl (9) and 200 !l (10); DNA and Cu(ll)-ascorbic
acid + resin-treated juice at 25 pl (11), 50 pl (12), 100 pl (13) and 200 pl (14).
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Table 2

Effect of grapefruit juice samples on the formation of 8-OH-dG in calf thymus DNA
induced by ascorbic acid and copper(ll) at different doses. FJ, fresh juice; N-PJ,
pasteurised and naringinase-treated juice; R-PJ, pasteurised and resin-treated juice.

Sample Inhibition (%)

25ul 50 ul 100 pl
FJ 56.8 +7.8" 64.0+12.5" 90.0+0.1°
N-PJ 594 +11.2%° 53.6+0.2° 82.8+6.4°
R-PJ 39.0£0.1° 60.1+0.6° 85.0+10.5%

Results are the mean +SD of six experiments. Different letters for each column
correspond to statistically different values (p < 0.005).

tive DNA damage induced by copper(Il)-ascorbic acid, and the
strongest inhibition effect was shown by the fresh juice. Neverthe-
less, no significant differences were observed between fresh and
debittered juices at 100 pl of sample.

Finally, among all grapefruit juice tested, a correlation was
found between the percentage of inhibition of modified base and
total phenol content (r = 0.5405, p = 0.0307), whereas any correla-
tion was found for naringin content. Based on these results, the to-
tal phenol content in the grapefruit juice seem to play a role in the
protection of DNA against oxidative stress.

In summary, the grapefruit juice debittered with naringinase
showed significantly higher total antioxidant capacity, radical scav-
enging ability and effectiveness in the protection to GSH oxidation
and lipid peroxidation than the juice processed with the exchange
resin. Moreover, both juices were equally effective in reducing
DNA damage induced by hydroxyl radical in a dose-dependent
manner. Therefore, enzymatic debittering with naringinase was
more effective than physical adsorption with Amberlite®IRA-400
in order to preserve the antioxidant and biomolecule protection
capacity of freshly squeezed grapefruit juice.
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ABSTRACT

The effect of debittering with naringinase immobilized m poly(vinyl alcohol)
cryogels on antioxidant capacity, radical scavenging activity and biomolecule protective
role against oxidative stress of grapefruit juice was evaluated. The results showed that
total antioxidant capacity, measured by ABTS assay, was higher in juices treated with
immobilized naringinase (IN-PJ) than fresh juice (FJ). With regard to radical
scavenging activity the juice samples debittered with the enzyme provided a greater
effectiveness 1n neutralizing the superoxide radical when comparing with FIJ.
Furthermore, the volume of grapefruit juice debittered with free or immobilized
naringinase required to reach 50% inhibition of hydroxyl radical production was 2.8 and
1.8 fold lower, respectively, as compared to fresh juice. In addition, free naringinase-
treated juice (N-PJ) gave the highest protection (56.8%) against lipoperoxidation when
compared to IN-PI (42.3%) and FJ (40%). Finally, the debittering with IN-PJ did not

reduce the protective effect of grapefruit juice on DNA damage.

KEYWORDS: antioxidant properties; debittering; DNA damage; grapefruit juice;

immobilized naringinase; lipoperoxidation; PVA cryogel
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INTRODUCTION

The antioxidant activity of citrus fruits is assumed to be of greatest importance in
combating a number of degenerative diseases (/, 2, 3). It must be borne in mind that
processing can be responsible for depleting naturally occurring antioxidants in citrus
fruit juice, with a subsequent decrease in their health protecting capacity. In fact, the
citrus fruit juice industry routinely removes bioactive compounds, such as ascorbic acid,
phenolics, flavonoids, isoflavonoids, isoflavones and terpenes, from fruit juices by the
different of debittering processes (4, 3).

Naringin, a flavonoid, is the main bittering component in grapefruit juices.
Naringinase, an enzyme complex containing o-L-rthamnosidase and B-D-glucosidase,
catalyses the hydrolysis of naringin into rhamnose and pruning (responsible for one
third of the bitterness of naringin) afterwards to the tasteless naringenin (4°,5,7-
trihydroxytlavanone) and to glucose. In later years different types of immobilized
naringinase suitable for industrial applications were used for debittering processes (6, 7,
8). Immobilizing the enzyme on solid supports allows the re-use of catalytic activity,
higher enzyme concentrations, higher superficial area to reaction, permits better control
reactions and the design of bioreactors that can be casily incorporated into a continuous
processing line (9).

In order to reduce grapefruit juice bitterness, naringin hydrolysis was carried out by
immobilized naringinase into a polymeric matrix consisting of poly(vinyl alcohol)
hydrogel (PVA) (10). It 1s worth mentioning that the PVA itself is biologically
compatible, non-toxic to organisms and a readily available, low-cost polymer (/7).

The aim of this study was to determinate the influence of debittering with

immobilized naringinase in PVA cryiogels on total antioxidant capacity and superoxide

*Corresponding author. Tel.: +34 947 258800; fax: +34 947 258831
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and hydroxyl scavenging activity of grapefruit juice and the protective effect of
debittered juice on DNA oxidative damage and their inhibitory effect on glutathione
(GSH) oxidation and lipid peroxidation. Also comparability studies between

immobilized naringinase and its soluble counterpart were carried out.

MATERIAL AND METHODS

Chemicals. 2,2’-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
diammonium salt (ABTS), 2,2-diazobis(2-aminodinopropane) dihydrochloride
(ABAP), 6-hydroxyl-2,5,7,8-tetramethyl-2-carboxylic acid (Trolox), gallic acid,
naringin, 2,4,6-tris(2-pyridyl)-S-triazine (TPTZ), 2-deoxy-D-ribose, poly(vinyl alcohol)
(PVA), tert-butyl hydroperoxide (-BOOH), phenazin methosulphate (PMS), xanthine,
xanthine oxidase, cytochrome ¢, nuclease PI and calf thymus DNA were from Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, MO. USA). Sodium hydroxide (NaOH), aluminium chloride 6-
hydrate (AICl;-6H20), sodium nitrite (NaNQO,), diethylene glycol, Folin-Ciocalteu's
reagent, potassium persulphate (K,OsS,), ferric chloride (FeCls), ferrous sulphate
(FeSO,), copper sulphate (CuSQ,), L-ascorbic acid, and trichloroacetic acid (TCA) were
obtained from Panreac (Barcelona, Spain). Thiobarbituric acid (TBA) and acetonitrile
was purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Bovine serum albumin, NADH
disodium salt, DNase I, phosphatase alkaline and 4-nitroblue tetrazolium chloride
(NBT) were from Roche (Madnd, Spain). Tris, ethidium bromide, and
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) tretrasodium salt were from Amresco (Solon,
OH, USA). Naringinase from Penicillium decumbens, containing a-rhamnosidase and
B-glucosidase activity was purchased from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).

Preparation of grapefruit samples. Grapefruits were purchased from a local

supermarket and keep at 4 °C before being processed. Fresh grapefruit juice (FJ) was
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obtained by extraction to through a domestic squeezer (Braun Citromatic Pulp Control
MPZ6), filtered using a sieve (light of mesh diameter 1 mm).

Samples of fresh juice (FJ) were pasteurized (P) according to Tatum and Berry (/2)
just before debittering process. Thus, treatment of juice by free or immobilized
naringinase was carried out according to Busto et al. (/0). Samples of 25 ml of
pasteurized juice were treated with free or PVA-naringinase (0.4 U /ml) in a 250 ml
beaker and incubated to 20 °C for 24 h.

Immobilization of naringinase in PVA cryogels. According to Busto et al.
(10) poly(vinyl alcohol) and NaOH (1:0.025, w:w) were dissolved in 17 ml of deionised
water by autoclaving for 15 min at 121 °C, cooled to room temperature and neutralised
with HCI (35%, w/w) before mixing with 2 ml of naringinase (50 U/ml). The mixture
(total volume 20 ml) was dropped into liquid nitrogen, where upon beads were formed
instantly. The beads, frozen and thawed (4 °C) thrice, were shaken with deionised water
for 2 h to remove the loosely entrapped enzyme, dried with sterile filter paper and stored
at 4 °C until used.

Determination of naringin. Naringin was quantified according to Davis (/3) by
adding 20 pl of grapefruit juice and 20 pl of 4 M NaOH to 1 ml of 90% diethylene
glycol. The reaction sample was mixed well and allowed to stand for 15 min to develop
the yellow colour. The optical density was then read at 420 nm against a blank without
juice in a Hitachi U-200 UV-Visible spectrophotometer (Tokyo, Japan). The naringin
concentration was determined from a standard graph of naringin drawn in the same
manner.

Assessment of total antioxidant capacity. The antioxidant capacity of the
grapefruit juices was evaluated by ABTS method and ferric reducing antioxidant power

(FRAP) assay.

*Corresponding author. Tel.: +34 947 258800; fax: +34 947 258831 5
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The ABTS assay was carried out according to the procedure of Pellegrini et al. (/4).
The reaction mixture contained 3.36 mM ABTS, different aliquots of juice (5, 10, 20 or
30 ul at a dilution of 1:4), and phosphate buffered saline (PBS) at pH 7.4 in a total
volume of 1 ml. The decrease in the absorbance was measured at 734 nm. The results
were expressed in ILso. The ILsy values -volume giving 50% inhibition of radical

production- were determined by regression analysis.

The FRAP assay is based on increase in the absorbance at 593 nm due to formation
of TPTZ-Fe(Il) complexes according to the method described by Benzie and Strain
(15). The reaction mixture was prepared by mixing 25 ml of 0.3 M sodium acetate
buffer solution (pH 3.6), 2.5 ml of 10 mM TPTZ, 2.5 ml of 20 mM FeCl;, and 3 ml of
water. Aliquots (5-30 ul) of juice were added to the reaction mixture in a total volume
of 1 ml and incubated at 37 °C for 30 min. The results were expressed as mM Fe(II),

using linear calibration obtained with different concentrations of FeSO,.

Determination of superoxide radical scavenger activity. NBT method. The
superoxide radical scavenging activity of grapefruit juice samples was determined by
monitoring the reduction of nitroblue tetrazolium (NBT) as described Liuet al. (/6). The
reaction mixture contained different aliquots of juice (5, 10, 20 or 30 ul), 78 uM NADH
(nicotinamide adenine dinucleotide, reduced form), 50 uM NBT and 10 uM PMS in
Tris-HCI buffer (16 uM, pH 8.0) in a total volume of 2.5 ml. The samples were

incubated at room temperature for 5 min and the absorbance was read at 560 nm.

Xanthine oxidase/cytocrhome ¢ method. The method used to study the inhibition
of xanthine oxidase as a generator of superoxide radical, with slight modifications, was
described by McCord and Fridovich (/7). As a source of superoxide anions used

catalytic decomposition of xanthine by the enzyme xanthine oxidase. The reaction

*Corresponding author. Tel.: +34 947 258800; fax: +34 947 258831 6
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begins with a mixture of 50 mM potassium phosphate buffer, 0.1 mM EDTA at pH 7.8,
0.3 mM xanthine, cytochrome C and 0.3 mM xanthine oxidase. The reading will take

place at 546 nm for 2 min.

Determination of hydroxyl radical scavenger activity. The hydroxyl
scavenger activity was measured by the method described by Halliwellet al. (/8). The
reaction mixture containing 10 mM deoxyribose, 50 mM phosphate buffer, pH 7.4, 1
mM ascorbic acid, 100 mM ferric chloride, ImM hydrogen peroxide, 10 mM EDTA
and different aliquots of juice (5, 10, 20 or 30 ul) was incubated for 60 min at 37 °C.
Afterwards, 1 ml of the incubated sample was mixed with 0.5 ml of trichloroacetic acid
(2.8%, w/v) and 0.5 ml of thiobarbituric acid reagent (1% w/v, in 0.05 M NaOH),
followed by heating at 100 °C for 15 min and subsequent cooling to room temperature.
The absorbance was recorded at 532 nm in a UV-visible double beam

spectrophotometer.

The results were expressed as 1Lso. The ILso values, volume giving 50% inhibition of

radical production, were determined by regression analysis.

Reduced glutathione concentration. Homogenates from liver rat were obtained
using a tissue homogenator Ultraturrax Polytron at 4 °C. The homogenate (1/20, w/v)
for GSH determination was prepared by using 100 mM sodium phosphate buffer (pH 7)
containing 5 mM EDTA. The liver homogenate was incubated with 500 mM /~-BOOH at
37 °C for 120 min in the presence or absence of different aliquots of the grapefruit juice
(10-40 ul). After incubation, 25% (w/v) HPO3; was added to the supernatant (1/4, v/v)
and the resulting mixture centrifuged at 10,000xg at 4 °C for 30 min. The GSH

concentration in the sample was measured by the method of Brigelius et al. (19).

*Corresponding author. Tel.: +34 947 258800; fax: +34 947 258831 7
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Lipid peroxidation inhibition. The experiments were carried out in rat liver
microsomal preparations (20) using peroxyl radicals as oxidant. The total microsomal
protein content was determined using the Lowry method. The microsomal fraction
(1mg/ml of protein) was incubated in a solution of ABAP (10 mM), prepared in 50 mM
Tris-HCI buffer solution at pH 7 immediately prior to use, in the presence of juice at
different volumes, 10 — 40 pl. The incubation temperature was set at 37 °C for a period
of 90 min. Lipid peroxidation was evaluated in the incubated samples by the TBARs
assay (2/). Absorbance measured at 532 nm was proportional to the quantity of peroxyl
radicals generated, and the results were expressed as inhibition percentage referred to a

control test, in the absence of juice sample.

DNA oxidative damage. The DNA oxidative damage was measured by the
method described by Saez et al. (22). The reaction mixture contained calf thymus DNA
(200 pg), ascorbic acid (10 mM), copper sulphate (100 uM) and the samples to be
tested at different volumes (25, 50, 100 and 200 ul). The mixture was incubated in a
shaking water bath at 37 °C for 1 h. Electrophoresis was performed after incubation of
DNA samples in 1% agarose gels prepared in electrophoresis buffer (45 mM Tris-boric
acid with 1 mM EDTA, pH 8.0) using a Bio-Rad power-Pac 1000 (Hercules, CA)
electrophoresis system. Aliquots (50 pul) of DNA test solutions and molecular weight
markers were premixed with 10 pl of a loading buffer solution containing 20% glycerol,
0.1% bromophenol blue and 80% buffer solution at pH 7.4 (0.1 M sodium phosphate).
The resulting mixtures were run at 400 mA. The DNA bands were viewed under UV

light and photographed with a digital camera.

Enzymatic DNA hydrolysis and 8-OH-dG determination. DNA digestion was

performed as described (23). In brief, 200 pg/ml DNA after lowering the pH to 5.1 with

*Corresponding author. Tel.: +34 947 258800; fax: +34 947 258831 8
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sodium acetate (0.5 M), 5 units of nuclease P1 followed by the addition of 10 pl
alkaline phosphate (3 units). The DNA hydrolysates were dissolved in HPLC-grade
water and filtered through a 0.22-um syringe filter before their analysis by HPLC. The
amount of 8-OH-dG in the DNA digest was measured by electrochemical detection.
Elution conditions were those described by Ritcher, Park and Ames (24), 50 mM
phosphate buffer solution, pH 5.5, containing 10% acetonitrite and a Waters ODS

HPLC column (25 cm x 0.46 cm i.d. 5 m particle size).

Statistical procedure. Statistical analysis of the data was carried out using one-way
analysis of variance (ANOVA). Furthermore, the least significant difference (LSD) test
was applied in order to determine the statistical significance between various groups. A
minimum significance level of 95% (p<0.05) was considered. Linear regression was

used in order to study the possible correlations between studied parameters.

RESULTS AND DISCUSSION

The naringin concentrations of the juice samples treated with free naringinase
(359.8£50.9 ug ml'l) and immobilized naringinase (398.8+59.5 ug ml'l) were nearly
50% lower than that found in the control of fresh juice (676.1326.4 ug ml™) which
makes them juices acceptable to consumers (25, 26). Similar results were found by
Ribero et al. (8) with naringinase immobilized in k-carragenan beads.

Total antioxidant capacity of juice samples were determined by the ABTS and FRAP
assays. The results obtained by ABTS method showed (Figure 1A) that juices treated
with free or immobilized naringinase exhibited a higher capacity than fresh juice sample
to inhibit 50% of ABTS radical cation generation; no significant differences (p < 0.005)
being detected between the debittered juices. These results are in agreement with those

reported in our previous study (27), in which the bitter flavanone naringin exhibited

*Corresponding author. Tel.: +34 947 258800; fax: +34 947 258831 9
E-mail address: dbusto@ubu.es (M.D. Busto)

129



Resultados y Discusion

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

130

lower capacity to scavenge ABTS™ than naringenin. The antioxidant activity of the
grapefruit juices tested was also determined using FRAP assay. All juices analyzed in
this study had the ability to reduce Fe'" to Fe*' (Figure 1B). The FRAP values of juice
samples were 4.73£1.09 mM of FeSO4 for FJ and 3.41£1.10 mM and 2.70£1.07 mM for
N-PJ and IN-PJ, respectively. These data showed that the juice debittered with the
immobilized enzyme had the lowest levels of antioxidant activity by FRAP method. The
making of a control test with fresh juice and the immobilization matrix (PVA beads)
without enzyme effectively removed 12.5% of total phenolic content based on
Folin—Ciocalteau reaction (28). Therefore, the cryogel of PVA partly retains some of
the compounds responsible for reducing capacity of the sample. In this respect, a recent
study by Xu, Huang and Zhang (29) reported the intermolecular hydrogen bonded
interaction between PVA polymer and plant polyphenolic compounds. On the other
hand, vitamin C is also one of the components of the citrus juices with antioxidant
activity that most contributes to reducing capacity (30) and it is also a typically heat-
sensitive compound (3/) so it can produce losses during pasteurisation of debittering
samples.

Oxygen free radicals or, more generally, reactive oxygen species (ROS), e.g.
hydroxyl and superoxide radical, represent the most important class of radical species
generated in living systems. The unpaired electron(s) usually gives a considerable
degree of reactivity to the free radicals, making them highly toxic (32). Therefore, the
study of the radical scavenger capacity of different juice samples may be of interest
when testing their antioxidant status.

Radicals can be generated either enzymatically or non-enzymatically (e.g. by a
transition metal), or in combination with a reducing agent such as ascorbate. Superoxide

scavenging capacity was evaluated in this study measuring the ability of the samples to
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scavenge the free radicals produced by an enzymatic (xanthine oxidase/cytochrome ¢
system) and a no-enzymatic (NBT method) assay. In these assays, the components of
the juices can influence not only the propagation reactions of the free-radicals but also
their formation, either by inhibiting the enzymes involved in the initiation reaction or by
chelating the transition metals (33).

According to the ILsy values reported in Table 1, the juice samples debittered with
free o immobilized naringinase showed higher scavenger efficiency, by NBT method,
when comparing with the fresh juice sample. Previous researchers reported that
presence of both 7- and 5-hydroxyl groups in the aglycone (naringenin) makes it an
excellent candidate for the superoxide scavenging reaction compared to the bitter
compound naringin (2). On the other hand, a previous study (27) provided evidence that
the o-glycosilation in naringin decreased the efficiency in inhibiting superoxide radical
generation by xanthine oxidase system. However, no significant differences were
observed between juice samples under study when using the enzymatic method. It may
be attributed to the presence in the juice of other components besides the flavanones
naringin or naringenin.

The hydroxyl radical is the most toxic of the ROS responsible of the cellular
damage. The capacity of the citrus juices to inhibit the hydroxyl radical is largely
attributed to the action of flavonoids, by their high scavenger capacity against these
radicals, their ability to chelate transition metals, and by the synergistic action with
other antioxidant (34, 35). The results show (Table 1) that the debittered juices
provided a greater effectiveness in neutralizing the hydroxyl radical. In fact, the volume
of grapefruit juice samples debittered with free or immobilized naringinase required to
reach 50% inhibition of radical production was 2.8 and 1.8 fold lower, respectively, as

compared to fresh juice sample. These results are in agreement with those reported in
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previous study (27), in which flavanone naringenin had a higher capacity to scavenger
the hydroxyl radical than naringin. Furthermore, the differences between juice samples
treated with free and entrapped enzyme could be explained by the lowest polyphenol
content of the second one. According to studies performed by Cook and Samman (36),
hydroxyl and carbonyl groups in flavonoids form complexes with iron ions and this may
contribute to prevent the formation of free radicals in the Fenton system.

When the level of reactive oxygen species (ROS) exceeds the antioxidant capacity of
the cell, the intracellular redox homeostasis is altered, and the resulting oxidative stress
may destroy all major classes of biomolecules in the vicinity of their source, including
lipids, protein and DNA, with concomitant changes in structure and function (37).

Glutathione is one of the most abundant intracellular antioxidant and plays an
important role in controlling the cellular redox balance. The effect of grapefruit juice
samples on glutahione levels is illustrated in Figure 2. As can be seen from this figure,
the pre-treatment of liver homogenate with grapefruit juice debittered with immobilized
enzyme prevented the depletion of GSH significantly, except for a volume of 10 pul.
Nevertheless, no significant differences between grapefruit juice debittered with free or
immobilized naringinase were observed. Previous reports showed that pre-treatment
with naringin or naringenin did not prevent the reduction in GSH levels, even a
potential pro-oxidant effect of both flavanones in vitro was also suggested (27). In
contrast, several researches have demonstrated the ability of other phenolic compounds
and vitamins present in citrus juices to restore GSH (38).

The capacity of the grapefruit juice samples to inhibit lipid peroxidation in rat liver
microsomals was evaluated by TBARS assay, using ABAP as oxidant agent (Figure 3).
All juice samples analysed had ability to reduce the levels of TBARS in a dose-

dependent manner. The N-PJ gave the highest protection (56.8%) against oxidative
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damage when compared to I-PJ (42.3%) and FJ (40%). Fresh juice produced the lower
levels of TBARS and also had the highest content of naringin. In this regard, it has been
showed that the O-glycosilation (e.g. naringin), decreased the efficiency in the
inhibition of lipoperoxidation (39). On the other hand, studies performed on other citrus
juices, for example orange juices (40) demonstrated that the lipid protection was due to
total phenol amounts and their ability to interact with the biomembrane. Therefore, the
lowest total phenol content of juice debittered with the immobilized naringinase may
also explain the differences in TBARS values obtained in naringinase-treated juices. For
instance, Cavia-Saiz et al. (41) reported that grapefruit juice subjected to bitterness
removal by physical adsorption with Amberlite*IRA-400 led to a decrease in the total
concentration of phenols (21%) compared with the sample of fresh juice and also

provided the lowest effectiveness on lipoperoxidation.

Some of the modifications by oxidative stress have been considered potentially
harmful and responsible for mutations in the integrity of the genome (37). In this work
the DNA breakage was measured by electrophoresis and the modified base by
oxidativon was evaluated measuring the levels of 8-OH-dG. The modified base 8-
hidroxi-deoxiguanosine, is one of the most harmful injuries being able to cause
transversion TA to GC, person in charge of the presence of mutations and associated to
different physiological a processes like cancer and aging.

The oxidative degradation of calf thymus DNA was carried out with hydroxyl
radicals generated by Fenton reaction and the damaged fragments visualized by the
electrophoretic separation on agarose gel. Figure 4 shows the electrophoretic pattern of
DNA after incubation with hydroxyl radicals in the absence or presence of different
grapefruit juices at different volume. DNA was partially protected by all samples of
juice and all volumes, such as demonstrated by the presence of fragments with higher

*Corresponding author. Tel.: +34 947 258800; fax: +34 947 258831 13
E-mail address: dbusto@ubu.es (M.D. Busto)

133



Resultados y Discusion

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

134

molecular weight than those obtained by treatment with hydroxyl radical (second band
in the gel). In fact, results showed some protective effect to 25 [l of grapefruit juice and
it was clearly observable protection of the integrity of DNA at 100 pl. There were no
significant differences between all juice samples tested. In this way, Jagetia, et al. (42)
and Cavia-Saiz et al. (27) reported similar preventive effect against DNA damage of
naringin and naringenin.

Another method used to test the capacity of the grapefruit juice to protect DNA from
oxidation consisted in quantifying their capacity to inhibit the level of modified base 8-
OH-dG formed during attack of the ‘OH on the DNA. As can be observed in Figure 5
fresh juices showed the highest inhibition percentage. Nevertheless, naringinase
debittered juice samples also inhibited oxidative DNA damage induced by copper(Il)-
ascorbic acid in a dose-dependent manner. No significant difference was observed
between both debittered juices.

In conclusion the debittering of grapefruit juice with naringinase immobilized by
entrapment in PVA cryogels, preserved the antioxidant status of the juice. Therefore,
the use of immobilized enzyme offers a good alternative to conventional physico-
chemical processes.
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Figure Captions

Figure 1. Total antioxidant capacity of grapefruit juice by ABTS (A) and FRAP(B)
methods. FJ (fresh juice); N-PJ (pasteurized and naringinase-treated juice); IN-PJ
(pasteurized and immobilized naringinase-treated juice). Results are the mean + SD of
ten experiments. Different letters for each column correspond to statistically different

values (p<0.005).

Figure 2. Effect of grapefruit juice samples on GSH in rat liver homogenate exposed to
oxidative stress in the presence of t-BOOH. FJ (fresh juice); N-PJ (pasteurized and
naringinase-treated juice); IN-PJ (pasteurized and naringinase immobilized-treated
juice). C: hepatocytes in the absence of t-BOOH; t-BOOH: hepatocytes in the presence
of t-BOOH; (10-40 ml): hepatocytes preincubated with grapefruit juice samples before
adding t-BOOH to induce depletion of GSH. Results are the mean = SD of ten
experiments. Different letters for each volume correspond to statistically different

values (p<0.005). * Values are significantly different (p<0.05) versus t-BOOH.

Figure 3. Effect of grapefruit juice samples on lipoperoxidation in rat liver microsomes
exposed to oxidative stress in the presence of peroxyl radical. FJ (fresh juice); N-PJ
(pasteurized and naringinase-treated juice); IN-PJ (pasteurized and immobilized
naringinase-treated juice); C: microsomes in the absence of ABAP; ABAP: microsomes
in the presence of ABAP; (10-40ul): microsomes preincubated with grapefruit juice
samples before adding ABAP to induce lipid peroxidation. Results are the mean £ SD
of ten independent experiments. *Values significantly different (p<0.005) versus C.

Different letters for each volume correspond to statistically different values (p<0.005).
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Figure 4. Effects of grapefruit juice samples at different concentrations on the
protection on DNA against Cu(Il)-ascorbic acid. The numbered lanes represent DNA
alone (C); DNA exposed to Cu(II) (100 #M) and ascorbic acid (1 mM) (OHe); A
DNA/Hind III Fragments molecular weight standard (1); 100 bp DNA ladder molecular
weight standard (2); DNA and Cu(Il)-ascorbic acid + fresh juice at 25 il (3), 50 #l (4),
100 #1 (5), 200 #M (6); DNA and Cu(Il)-ascorbic acid + naringinase processed juice at
25 Bl (7), 50 Bl (8), 100 ml (9), 200 Bl (10); DNA and Cu(ll)-ascorbic acid +
immobilized naringinase processed juice at 25 il (11), 50 sl (12), 100 ] (13), 200 sl
(14).

Figure 5. Effect of grapefruit juice samples on the formation of 8-OH-dG/10°dG in calf
thymus DNA induced by ascorbic acid and copper(Il) at different doses. FJ (fresh
juice); N-PJ (pasteurized and naringinase-treated juice); IN-PJ (pasteurized and
immobilized naringinase-treated juice). Results are the mean + SD of six experiments.

Different letters for each volume correspond to statistically different values (p<0.005).
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Table 1

Scavenger effect of grapefruit samples. FJ, fresh juice; N-PJ,
pasteurized and naringinase-treated juice; IN-PJ, pasteurized and
immobilized naringinase-treated juice

Radical generation method  ILso(pl)

FJ N-PJ IN-PJ
Superoxide anion b b
NBT 27+0.5 19.1+£2.8% 21+63°
Xanthyne oxidase 120+ 18° 146+ 468" 139+55°
Hydroxyl radical
with EDTA 219+1.9° 7.8+ 1.1° 11.6+3.9°

Each value is presented as the mean + SD of ten independent experiments
Different letters for each row correspond to statistically different values (p<0.005)
ILso: volume giving 50% inhibition of radical production

*Corresponding author. Tel.: +34 947 258800; fax: +34 947 258831
E-mail address: dbusto@ubu.es (M.D. Busto)
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Figure 1. Total antioxidant capacity of grapefruit juice by ABTS
(A) and FRAP(B) methods. FJ (fresh juice); N-PJ (pasteurized
and naringinase-treated juice); IN-PJ (pasteurized and
immobilized naringinase-treated juice). Results are the mean +
SD of ten experiments. Different letters for each column
correspond to statistically different values (p<0.005).
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Figure 2. Effect of grapefruit juice samples on GSH in rat liver homogenate exposed to
oxidative stress in the presence of ~BOOH. FJ (fresh juice); N-PJ (pasteurized and
naringinase-treated juice); IN-PJ (pasteurized and naringinase immobilized-treated
juice). C: hepatocytes in the absence of --BOOH; /~-BOOH: hepatocytes in the presence
of t-BOOH; (10-40 ml): hepatocytes preincubated with grapefruit juice samples before
adding t-BOOH to induce depletion of GSH. Results are the mean + SD of ten
experiments. Different letters for each volume correspond to statistically different
values (p<0.005). * Values are significantly different (p<0.05) versus t-BOOH.
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Figure 3. Effect of grapefruit juice samples on lipoperoxidation in rat liver microsomes
exposed to oxidative stress in the presence of peroxyl radical. FJ (fresh juice); N-PJ
(pasteurized and naringinase-treated juice); IN-PJ (pasteurized and immobilized
naringinase-treated juice); C: microsomes in the absence of ABAP; ABAP: microsomes
in the presence of ABAP; (10-40ul): microsomes preincubated with grapefruit juice
samples before adding ABAP to induce lipid peroxidation. Results are the mean + SD
of ten independent experiments. *Values significantly different (p<0.005) versus C.
Different letters for each volume correspond to statistically different values (p<0.005).
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Figure 4. Effects of grapefruit juice samples at different concentrations on the
protection on DNA against Cu(Il)-ascorbic acid. The numbered lanes represent
DNA alone (C); DNA exposed to Cu(Il) (100 #M) and ascorbic acid (1 mM)
(OHe); ADNA/Hind III Fragments molecular weight standard (1); 100 bp DNA
ladder molecular weight standard (2); DNA and Cu(Il)-ascorbic acid + fresh
juice at 25 #1 (3), 50 #l (4), 100 1l (5), 200 #M (6); DNA and Cu(II)-ascorbic
acid + naringinase processed juice at 25 #l (7), 50 1l (8), 100 1 (9), 200 i1 (10);
DNA and Cu(Il)-ascorbic acid + immobilized naringinase processed juice at 25
Bl (11), 50 1l (12), 100 1 (13), 200 1 (14).
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Figure 5. Effect of grapefiuit juice samples on the formation of 8-OH-
dG/10°dG in calf thymus DNA induced by ascorbic acid and copper(Il) at
different doses. FJ (fresh juice); N-PJ (pasteurized and naringinase-treated
juice); IN-PJ (pasteurized and immobilized naringinase-treated juice).
Results are the mean + SD of six experiments. Different letters for each
volume correspond to statistically different values (p<0.005).
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Figure 5. Effect of grapefruit juice samples on the formation of 8-OH-
dG/10°dG in calf thymus DNA induced by ascorbic acid and copper(II) at
different doses. FJ (fresh juice); N-PJ (pasteurized and naringmase-treated
juice); IN-PI (pasteurized and immobilized naringinase-treated juice).
Results are the mean = SD of six experiments. Different letters for each
volume correspond to statistically different values (p<0.005).
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En este apartado se presenta un analisis global de como los tratamientos de
desamargado de zumo de pomelo, con resina de intercambio i6nico (Amberlite IR 400)
y con naringinasa libre e inmovilizada en criogeles de PVA, afectan a las
caracteristicas antioxidantes del zumo y a su efecto protector sobre biomarcadores de

estrés oxidativo.
Este estudio se ha estructurado en los siguientes puntos:
I. Capacidad antioxidante total de los zumos procesados
Il. Capacidad estabilizadora de los radicales superéxido e hidroxilo
lll. Efecto del zumo tratado sobre los niveles de GSH intracelular
IV. Efecto del zumo sobre los biomarcadores de dafio oxidativo a lipidos y DNA.

V. Correlaciones entre el contenido de polifenoles, de naringina, capacidad

antioxidante y biomarcadores de estrés oxidativo.

I. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL DE LOS ZUMOS PROCES ADOS

La naringina es el principal flavonoide responsable del sabor amargo en el zumo de
pomelo y la disminucién en su contenido esta correlacionada con la reduccion del
sabor amargo. Los diferentes procesos aplicados en este estudio reducen los niveles
iniciales de naringina del zumo de pomelo (tabla 5.1) hasta concentraciones finales
aceptables desde el punto de vista del consumidor. En relacién a este punto, y a pesar
del amplio rango de sensibilidad entre individuos y que el umbral de deteccion de
naringina en solucién acuosa se cifra en 20 pg/mL*, (Guadagni y cols., 1974),
concentraciones inferiores a 400 pg/mL se consideran como valores aceptables por

parte del consumidor (Ribeiro y cols., 2008).
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Tabla 5.1. Contenido de naringina en los zumos de pomelo fresco y procesado.

Muestras de Tratamiento de Naringina
zumo desamargado (pg/mL)
=5 T — 676 + 26,4°
N-PJ Naringinasa libre 359 +50,9 °
Naringinasa b
IN-PJ 398 + 59,5

Inmovilizada PVA

R-PJ Amberlite IR 400 240+16,4 2

Los valores estan expresados como media + SD n=18. Valores con distinta
letra son significativamente distintos (p<0,005). FJ: zumo fresco, N-PJ: zumo
pasteurizado y tratado con naringinasa en solucién, IN-PJ: zumo pasteurizado
y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA; R-PJ: zumo pasteurizado y
tratado con Amberlite IR400.

Al comparar los procesos de desamargado observamos que la resina disminuye
significativamente la concentracién de naringina en un 64,5%, y el tratamiento
enzimatico resulta en una reduccién del 46,8 % en el tratamiento con enzima libre y en
un 41% cuando se trata con la inmovilizada en PVA. En relacién al efecto soporte,
observamos que el alcohol polivinilico no adsorbia naringina (Tabla 8.2, anexo). Otros
autores muestran que otros polimeros sintéticos tales como el acetato de celulosa, el
nylon o resinas de intercambio i6nico, tampoco retienen de manera especifica los
compuestos amargos del zumo (naringina y limonina) (Johnson y Chandler, 1982). Si
se compara con otros autores, los porcentajes de reduccion de naringina en los zumos
tratados con naringinasa inmovilizada en PVA obtenidos en este trabajo son menores
a las obtenidas con otros soportes. Asi, Soares y Hotchkiss (1998) obtuvieron una
reduccién del 60% al tratar los zumos con naringinasa inmovilizada en peliculas de
triacetato de celulosa. Valores similares fueron obtenidos por Puri y cols. (1996) en
zumos de mandarina procesados con naringinasa inmovilizada en alginato de calcio, y
reducciones de un 76%, al inmovilizar la enzima por union covalente en “woodchips”
mediante entrecruzamiento con glutaraldehido (Puri y cols., 2005). Estudios mas
recientes con soportes de k-carragenato (Ribeiro y cols., 2008) y alginato de calcio
(Ribeiro y cols., 2010b) muestran reducciones del 95% y 81% en los niveles de

naringina en el zumo de pomelo.
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Con el objetivo de valorar como los tratamientos de desamargado afectan a la
capacidad antioxidante de los zumos, se ha procedido a su evaluacién mediante dos
ensayos, el ensayo ABTS que mide la capacidad para estabilizar un radical y el
método FRAP que mide la capacidad reductora (ver apdo. 2.1.5.1. y 2.1.5.2.). Ambos
métodos son usados y recomendados por distintos autores como ensayos exactos y
faciles para la determinacion de la capacidad antioxidante en zumos de frutas

(Abeysinghe y cols., 2007; Saura-Calixto y cols., 2006).

Los resultados obtenidos de la capacidad antioxidante mediante el ensayo ABTS se
muestran en la Figura 5.1 dénde se han representado los valores medios para

distintos volimenes de muestra de zumo.
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Figura 5.1. Actividad antioxidante de los zumos de pomelo,
expresados como TEAC (equivalentes de Trolox). FJ: zumo
fresco, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa en
solucién, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa
inmovilizada en PVA, R-PJ: zumo pasteurizado y tratado con
Amberlite IR400. Los valores estan expresados como media +
SD, n=18. Columnas con distinta letra son significativamente
distintos (p<0,005).

En general, los zumos de pomelo tratados enzimaticamente, N-PJ e IN-PJ,
presentan mayor capacidad antioxidante que el zumo fresco, mientras que el
tratamiento con resina resulté en una disminucién significativa, tanto con respecto al
control como a los zumos tratados enzimaticamente (Estudio 2 y 3). Por lo tanto,
parece razonable decir que existe un efecto resultado del tratamiento de desamargado

sobre la capacidad antioxidante de los zumos. De hecho, el andlisis de la varianza
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mostré un efecto “tratamiento de desamargado” y el test LSD detect6 diferencias entre
los distintos tratamientos. Ademas, se observa un efecto volumen ya que existen
diferencias significativas (p<0,005) a los distintos volumenes estudiados en todos los

ZUumos ensayados.

Este incremento de la capacidad antioxidante ABTS en los zumos tratados
enzimaticamente puede ser resultado directo de la accién catalitica de la enzima. De
hecho, la naringenina, aglicona de la naringina y producto de la accién enzimatica,
presenta un grupo hidroxilo libre adicional en posicién 7, que segun diversos autores
esta relacionado con una mayor capacidad antioxidante en los flavonoides (ver apdo.
2.2.3.). De forma especifica, en el presente trabajo de tesis, se ha demostrado (ver
Estudio 1) que la naringenina presentaba una capacidad antioxidante, evaluada por el
método ABTS, 3,4 veces superior a la naringina, lo que apoya los resultados obtenidos

de la accién de la enzima.

La capacidad antioxidante de las muestras de zumo evaluadas mediante el ensayo
FRAP se representa en la Figura 5.2. Todos los zumos evaluados presentan
capacidad para reducir el Fe** a Fe?, mostrando un efecto dependiente de la

concentracion, y diferencias significativas entre ellos.
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Figura 5.2. Actividad antioxidante FRAP de los zumos de pomelo. FJ: zumo
fresco, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa en solucion, IN-
PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ:
zumo pasteurizado y tratado con amberlite IR400. Los valores estan
expresados como media £+ SD n=18. Columnas con distinta letra son
significativamente distintos (p<0,005).
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Los resultados muestran que el procesado de los zumos disminuye
significativamente su capacidad reductora, posiblemente como consecuencia de los
procesos de pasteurizacion previa al desamargado al que se ven sometidos los
zumos, donde se ven afectados aquellos compuestos bioactivos como el acido
ascorbico que contribuyen de manera significativa a la actividad reductora (Estudio 2).
Ademas del efecto pasteurizacion, es de destacar la menor actividad FRAP observada
especialmente en las muestras de zumo tratadas con la resina de intercambio y, en
menor medida, en las tratadas con la enzima inmovilizada en PVA. En ambos casos,
se comprobd retencién de compuestos fendlicos por accion de las resinas o por

interaccion con el soporte de inmovilizacion (Estudio 2 y 3).

En la Tabla 5.2 se presentan los valores medios, por grupos, de los resultados
obtenidos en el estudio cuantitativo del contenido en polifenoles en los zumos
estudiados. Los resultados muestran un mayor contenido en polifenoles en los zumos
sometidos a tratamiento con naringinasa. Por el contrario, en el zumo procesado con
la resina se observd una disminucion en el contenido de polifenoles del 21%
comparado con el zumo fresco, debido a que el mecanismo a través del cual reducen
el amargor las resinas es reteniendo polifenoles. Esta reduccion en el contenido de
polifenoles en el zumo procesado con resina, también fue observado por otros autores

para el zumo de pomelo (Lee y Kim, 2003).

Tabla 5.2. Contenido de polifenoles totales en los zumos de pomelo

fresco y procesado.

Muestra Tratamiento de Polifenoles
de zumo desamargado totales(mg/L GAE)
= — 689 + 50,2°
N-PJ Naringinasa libre 1227 +44,1°
Naringinasa
IN-PJ - 963+21,6°
Inmovilizada PVA
R-PJ Amberlite IR 400 545 + 56,07

Los valores estan expresados como media + SD n=18. Valores con distinta
letra son significativamente distintos (p<0,005). FJ: zumo fresco, N-PJ: zumo
pasteurizado y tratado con naringinasa en solucion, IN-PJ: zumo pasteurizado
y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA; R-PJ: zumo pasteurizado y
tratado con amberlite IR400.
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La mayor concentracién de polifenoles totales observada en los zumos de pomelo
tratados con naringinasa, y tal como se argumentdé previamente (Estudio 2),
posiblemente sea resultado de la hidrdlisis enzimatica que lleva a incrementos de la
flavanona naringenina, que al tener un grupo hidroxilo mas que la naringina da lugar a
una sobreestimacion del contenido en polifenoles totales en el ensayo de Folin-
Ciocalteau. Los niveles significativamente inferiores obtenidos en el zumo tratado con
la enzima inmovilizada (IN-PJ) comparado con los obtenidos con la enzima en solucién
(N-PJ) puede ser consecuencia de la retencion de polifenoles en la matriz de PVA (15

%), resultado de su interaccion con el polivinil alcohol (Estudio 3).

Los estudios de correlacién entre los niveles de polifenoles y la capacidad
antioxidante total (Figura 5.3) mostraron que el método ABTS se correlaciona
positivamente con la cantidad de polifenoles totales (R=0,9395; p=0,0000), lo que nos
indica que una parte importante de la capacidad antioxidante total del zumo de pomelo
esta asociada a su componente fendlico y, por lo tanto, debe de tenerse en cuenta en

los procesos de desamargado.
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Figura 5.3 . Correlaciones entre polifenoles y capacidad antioxidante

El mayor contenido de polifenoles en los zumos procesados enzimaticamente indica
gue estos métodos son adecuados para mantener su capacidad antioxidante. Los
resultados muestran también una correlacion positiva entre polifenoles y FRAP,
aunque menor que la obtenida con el ABTS, posiblemente debido al peso que tienen

otros compuestos bioactivos, tal y como se ha comentado previamente.
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A la vista de los resultados obtenidos en este punto sobre la capacidad
antioxidante total de los zumos de pomelo, se puede concluir que existe un efecto
resultado del proceso de desamargado empleado, de manera que se produce una
mejora en la capacidad antioxidante total del zumo con los tratamientos enzimaticos y
disminuye de modo muy significativo con la aplicacién de la resina. Asi mismo, se
observé un efecto dependiente del método de analisis empleado para la determinacion
de la capacidad antioxidante total. Mientras el tratamiento enzimatico de desamargado
mejora la capacidad antioxidante de los zumos de estabilizacién del radical ABTS,
afecta negativamente a la capacidad reductora de los zumos tratados, medida por el
método del FRAP, en comparacién con el zumo fresco, no sometido a ningln

tratamiento previo de pasteurizacion.

ll. CAPACIDAD ESTABILIZADORA DE LOS RADICALES SUPER OXIDO E
HIDROXILO DE LOS ZUMOS PROCESADOS

La estabilizacion del radical superoxido puede ser de accion directa o por inhibicion
de las enzimas generadoras del mismo (apdo. 4.2.5.). Por eso, en este trabajo se
evalud la capacidad estabilizadora o “scavenger” de los zumos utilizando un método

enzimatico y uno no enzimatico (Tabla 5.3).

Los resultados muestran que todos los zumos reducen la formacion del azul de
formazan, indicando su capacidad “scavenger’ no enzimatica frente al radical
superoxido. El procesado de los zumos con naringinasa libre o inmovilizada mejora la
capacidad estabilizadora del radical superéxido, posiblemente como resultado del
incremento en el contenido de naringenina ya que al poseer caracteristicas
estructurales (—OH libre en posicion 5 y 7) frente a su glicona naringina mejora su
papel estabilizador frente al radical (Estudio 1). Sin embargo, el procesado del zumo
con la resina de intercambio, al reducir considerablemente el contenido de polifenoles
disminuye esta capacidad estabilizadora de radical (Estudio 2). Los resultados
obtenidos del método enzimatico (xantina oxidasa), indican que los zumos procesados
con naringinasa aunque no mejoran esta propiedad, la mantienen ya que no se
obtienen diferencias significativas con el zumo fresco. Sin embargo, el procesado con
la resina al retener significativamente compuestos fendlicos, reduce esta propiedad en

los zumos asi procesados.
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Tabla 5.3. Capacidad estabilizadora frente a radicales libres de los zumos de

pomelo.
ILso(ML)
Método de
generacion del FJ N-PJ IN-PJ R-PJ
radical superéxido
No enzimatico b a ab c
(NBT) 27 +0,5 19,1+2,8 21+6,3 74 +£9,3
Enzimaético 120 +18° 146 + 47% 139 + 55 180 +17,7°

FJ: zumo fresco, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa en solucion, IN-PJ: zumo
pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA y R-PJ: zumo pasteurizado y
tratado con amberlite IR400. Los valores estan expresados como la media £ SD n=10. Valores
de la misma fila con distintas letras son significativamente distintos (p<0,005).ILse: volumen de
Zumo necesario para alcanzar una inhibicién del 50%.

La actividad “scavenger” de los zumos frente al radical hidroxilo se determiné
mediante el ensayo de degradacion de la desoxirribosa, usando la reaccién de Fenton
(Fe**/H,0,) como generador del radical hidroxilo (ver apdo. 4.2.6). Los resultados de

las diferentes muestras de zumo de pomelo se muestran en la Figura 5.4.

Comparando el efecto del procesado para eliminar el amargor del pomelo, se
observa que los zumos desamargados tanto enzimaticamente como con la resina
mejoran significativamente la capacidad scavenger del radical hidroxilo. El efecto
inhibidor del radical hidroxilo fue volumen dependiente, no observandose diferencias
significativas a volimenes de 30 pL. En general, el zumo tratado con la enzima
naringinasa, es el que exhibia una mayor actividad estabilizadora del radical hidroxilo,
no observandose diferencias significativas entre las muestras tratadas con la enzima
libre o inmovilizada. Esta mayor actividad inhibidora de los zumos tratados
enzimaticamente podria explicarse en base al mayor contenido de naringenina
(Estudio 3). Adicionalmente, los resultados obtenidos con las muestras de zumo
desamargado, pueden deberse a la variedad y diversidad de modificaciones tanto
cuantitativas como cualitativas del componente fendlico como consecuencia del
proceso de pasteurizacion y desamargado a los que se someten estas muestras de

zumo (Estudio 2).

158



Resultados y Discusion

70 ~ c

50 - a ab

%] Inhibicién

5 10 20 30
Volumen (pul)

or ON-PJ OIN-PJ OR-PJ

Figura 5.4 . Capacidad de los zumos de estabilizar el radical hidroxilo. FJ: zumo fresco,
R-PJ: zumo pasteurizado y tratado con amberlite IR400, N-PJ: zumo pasteurizado y
tratado con naringinasa en solucién, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con
naringinasa inmovilizada en PVA. Columnas con distinta letra son significativamente
distintos (p<0,005).

Los resultados de este apartado, nos permiten concluir que los procesos aplicados
para el desamargado del zumo modifican las propiedades estabilizadoras de radicales
oxigénicos. Las resinas al disminuir significativamente los polifenoles disminuyen la
capacidad del zumo para estabilizar los radicales superdxido aunque mantiene la
capacidad de los zumos de estabilizar el radical hidroxilo. Sin embargo, el tratamiento
de desamargado enzimatico, que conlleva la hidrdlisis de la naringina a naringenina,
mejora las caracteristicas estabilizadoras del zumo frente al radical superéxido e

hidroxilo.

lll. EFECTO SOBRE LOS NIVELES DE GSH INTRACELULAR

El glutation, es uno de los antioxidantes intracelulares mas abundantes, juega un
papel importante como regulador del estado redox celular (Circu y cols., 2010), y su
deplecion incrementa la vulnerabilidad al dafio causado por los radicales libres. En la
defensa celular contra los radicales libres tiene un papel importante como antioxidante
al ser capaz de interaccionar y estabilizar radicales hidroxilo, superéxido, y peroxidos,
ademas de participar en la reduccion de otros antioxidantes tales como el a-tocoferol y

donar hidrégenos para reparar el ADN dafiado.
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El efecto protector de los zumos objeto de estudio sobre los niveles de glutation en

homogenado de higado de rata (apdo. 4.2.8.) se muestra en la Figura 5.5.
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Figura 5.5. Niveles de GSH en homogenado de higado de rata tratada con t-BOOH.
(C) control; (t--BOOH) homogenado tratado con t-BOOH. FJ: zumo fresco, N-PJ: zumo
pasteurizado y tratado con naringinasa en solucion, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado
con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ: zumo pasteurizado y tratado con amberlite
IR400. Los valores estan expresados como la media + SD n=10. Columnas con letras
distintas indican diferencias significativas (p< 0,05). *Valores significativamente
distintos (p<0,05) con respecto a t-BOOH.

El tratamiento del homogenizado de higado con t-BOOH produce la deplecion de
los niveles de glutation de forma significativa (p<0.005). La presencia de zumo en el
medio de incubacidn, resulta solo en un incremento significativo en los niveles de GSH
en el zumo tratado con la enzima inmovilizada. La presencia de zumo fresco y tratado
con naringinasa libre en el medio, aunque también resulta en un incremento en los
niveles de GSH a los volimenes de 30 y 40 uL, no es significativo, posiblemente
debido a las altas desviaciones obtenidas. Nuevamente, si comparamos entre los
diferentes tratamientos, los zumos tratados con resina fueron los que mostraron menor
efecto protector sobre el GSH y un mejor efecto se observdé en los tratados

enzimaticamente.

El tratamiento enzimatico incrementa los niveles de naringenina en el zumo, sin
embargo tal y como observamos en el primer estudio (Cavia y cols., 2010), su
presencia en el medio de incubacion resulta en una deplecion de los niveles de GSH,
mostrando un efecto prooxidante ya propuesto por otros autores para compuestos con
anillos fendlicos (Jagetia y cols., 2004; Galati y cols., 1999). Por lo tanto, este efecto

protector sobre la deplecion del GSH de los zumos tratados con la enzima
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inmovilizada es independiente del contenido de narigenina, posiblemente otros
compuestos no fendlicos sean los que estabilizan el GSH, actuando directamente
sobre el radical o regenerando el tripéptido. Otra de las posibles hipotesis acerca de
este comportamiento podria ser una accion selectiva del soporte de inmovilizacién
(PVA) para la retencion de componentes del zumo con accién oxidante especifica para
el glutation, con lo que el tratamiento con la enzima inmovilizada mejoraria el efecto

protector del zumo de pomelo.

Estos resultados nos indican que de los procesos aplicados para eliminar el
amargor el zumo de pomelo, el procesado con haringinasa mostré6 mejores resultados
gue el procesado con resina de intercambio, mejorando dicha estabilizaciéon cuando se
utiliza la enzima inmovilizada en PVA. Aunque en ninguno de los procesos utilizados

se observo la recuperacion de los niveles de GSH a niveles del grupo control.

IV. EFECTO SOBRE LOS BIOMARCADORES DE DANO OXIDATIV O A LIPIDOS Y
DNA

El mecanismo del efecto beneficioso de los citricos como el pomelo parece
depender de la presencia de diferentes clases de flavonoides, que muestran una
elevada capacidad inhibidora de la peroxidacion lipidica y del dafio oxidativo al DNA
presentando un papel preventivo en las enfermedades cardiovasculares y cancer
(Nijveldt y cols., 2001).

El efecto protector de los zumos frente al dafio oxidativo a biomoléculas se estudio

evaluando los biomarcadores de dafio oxidativo a lipidos y a DNA.

Dario a lipidos: peroxidacion lipidica

La inhibicion de la peroxidacion lipidica de los zumos fue evaluada en microsomas de
higado de rata por el método de los TBARs (apdo 4.2.9.3.), utilizando como agente
oxidante el ABAP (apdo 4.2.9.2.). El tratamiento con ABAP resulta en un incremento
significativo en los niveles de TBARs (0,97 + 0,28 vs. 3,19 + 0,56 nmol/mg proteina)
frente al control sin tratar, C, (Figura 5.6). La presencia de zumo de pomelo en el medio
de incubacion evitd la oxidacion lipidica de forma significativa existiendo un efecto

volumen dependiente para todas las muestras de zumo. Por lo tanto, se puede afirmar
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que los compuestos presentes en dichos zumos estan ejerciendo un efecto protector

frente al dafio oxidativo a lipidos.
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Figura 5.6. Efectos de los zumos de pomelo sobre la peroxidacion lipidica en
microsomas de higado de rata inducida por ABAP. (C) microsomas control; (ABAP)
microsomas sometidos a estrés oxidativo con ABAP. Valores presentados como la
media + SD n=10. Columnas con letras distintas indican que cada zumo son
significativamente distintos (p< 0,05). FJ: zumo fresco, N-PJ: zumo pasteurizado y
tratado con naringinasa en solucion, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con
naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ: zumo pasteurizado y tratado con Amberlite
IR400.

El mayor contenido en polifenoles totales en el zumo fresco y el zumo tratado con la
enzima libre en comparacién con el zumo desamargado con la enzima inmovilizada y la
resina de intercambio, explica las diferencias en la inhibiciéon lipidica obtenidas entre
estas muestras (Estudio 2 y 3). Ademas, la mayor inhibicion lipidica observada en los
zumos procesados con naringinasa libre, con respecto a las muestras de zumo fresco
posiblemente sea resultado del mayor contenido de naringenina que se produce por el
tratamiento enzimatico y la mayor capacidad de este compuesto flavonoide para
prevenir la peroxidacion lipidica debido a la presencia de un grupo 4-hidroxilo en anillo
B, de forma que puede donar electrones y estabilizar los radicales peroxil, evitando de
ese modo el dafio a la membrana microsomal e inhibiendo la peroxidacion lipidica (Amic
y cols., 2003). De hecho, se ha constatado en esta tesis (Estudio 1) que la
concentracion de naringenina necesaria para inhibir un 50% la peroxidacion lipidica es
2,3 veces menor comparada con su glicdsido. Este efecto protector de la naringenina
sobre la peroxidacion lipidica también es descrito por otros autores, que observaron que

la administracién de naringenina reduce la peroxidacion lipidica y restauraba los niveles
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de antioxidantes en el higado de ratas tratadas con cadmio como inductor de estrés

oxidativo (Renugadevi y Prabu, 2009).

Efecto sobre biomarcadores de dafo oxidativo al DNA

La degradacién oxidativa del DNA de timo de ternera se llevo a cabo con radicales
hidroxilos generados mediante la reacciéon de Fenton por incubacién con sulfato de
cobre y acido ascorbico y los fragmentos fueron visualizados por electroforesis en gel
de agarosa (apdo. 4.2.11.1. y 4.2.11.2.). Los resultados muestran un efecto protector
de los zumos sobre el dafio inducido al DNA a todos los volimenes estudiados como
indica la presencia de fragmentos de mayor peso molecular que los obtenidos por
tratamiento con el radical hidroxilo (Figura 5.7, Columna 2). De hecho, los resultados
muestran mayor efecto protector a un volumen de 100 pL, y este efecto se observa

mas claramente a un volumen de 200 pL.

COH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 5.7. Electroforesis en gel de agarosa del dafio oxidativo al DNA inducido
por Cu(ll)-acido ascorbico y el efecto del zumo de pomelo. (C) Control, DNA sin
tratar; (OHe) DNA incubado con Cu(ll) (100 uM) and &cido ascorbico (1ImM); (1)
Patréon de pesos moleculares ADNA/Hind; (2) Patron de pesos moleculares de 100
bp. (3-6) DNA incubado con acido ascérbico-Cu(ll) y 25 L, 50 uL, 100 pL, 200 pL
de zumo fresco (FJ); (7-10) con 25 pL, 50 pL, 100 pL y 200 pL de zumo tratado
con naringinasa en solucion (N-PJ); (11-14) con 25 L, 50 pL, 100 uL y 200 L de
zumo tratado con naringinasa inmovilizada en PVA (IN-PJ);(15-18) con 25 pL, 50
ML, 100 pL, 200 pL de zumo tratado con Amberlite IR 400 (R-PJ).

163



Resultados y Discusion

La cuantificacion de los niveles de 8-OHdG/10°dG, se evalué en DNA de timo de
ternera sometido a estrés oxidativo con sulfato de cobre y &cido ascoérbico en
presencia y ausencia de los distintos zumos de pomelo (apdo. 4.2.11.3)) y los

resultados se expresan como ILg, (Tabla 5.4).

Todos los zumos mostraron una disminucién significativa en los niveles de base
modificada a los distintos volumenes ensayados, lo cual nos indica el efecto preventivo
de los zumos sobre el dafio oxidativo al DNA (Estudio 2 y 3). Los valores de ILso mas
bajos se obtuvieron para el zumo recién exprimido (FJ), mientras que los procesos de
desamargado reducen la capacidad protectora de estos zumos tal y como se observa
como resultado del analisis de los valores de ILso. EI zumo tratado con resina es el que
presenta menor efecto protector sobre el dafio oxidativo al DNA, y de los zumos
desamargados enzimaticamente, el zumo procesado con naringinasa inmovilizada en

PVA mostraba los mejores resultados.

Tabla 5.4. Efecto de los zumos sobre el dafio oxidativo al DNA inducido por
Cu**/Ascorbico.

Muestra de zumo ILso(pL)
FJ 7,1+0,5%
N-PJ 31,4+04°
IN-PJ 20,7+1,8°
R-PJ 38,1+1,2°

FJ: zumo fresco, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con
naringinasa en solucion, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con
naringinasa inmovilizada en PVA; R-PJ: zumo pasteurizado y
tratado con amberlite IR400. Los valores estan expresados como
media + SD n=10. Valores con distinta letra son significativamente
distintos (p<0,005). ILse: volumen de zumo necesario para
alcanzar una inhibicién del 50%.

Los resultados de este apartado, corroboran los estudios que muestran que el
zumo de pomelo tiene una elevada capacidad protectora sobre el dafio oxidativo a
lipidos y al DNA. Por otro lado, también muestran que el desamargado enzimatico con
naringinasa libre o inmovilizada es un método mas adecuado para conservar la
capacidad del zumo pomelo para inhibir la peroxidacion lipidica y el dafio oxidativo al
DNA que el procesado con la resina de intercambio.
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V. CORRELACIONES ENTRE CONTENIDO DE POLIFENOLES, NA RINGINA,
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y BIOMARCADORES DE ESTRES OX IDATIVO

Se realizaron estudios de correlacion para los zumos entre los niveles de
polifenoles y de naringina y los distintos métodos utilizados para evaluar el estado
antioxidante y el efecto protector sobre los diferentes biomarcadores de estrés

oxidativo.

En la Tabla 5.5 se muestran las correlaciones entre los niveles de polifenoles y
naringina con los métodos de evaluacion de capacidad antioxidante y estabilizadoras
de radicales oxigenicos. En relacién a la naringina, se obtuvieron correlaciones
positiva con el FRAP y negativa con el radical hidroxilo. En relacién, a esta correlacion
positiva entre la naringina y el FRAP hay que sefalar que, previo al desamargado los
Zumos se someten a un proceso de pasteurizacion, y tal como se discutié previamente
(Estudio 2), afectan a otros compuestos bioactivos con alta capacidad reductora, como

el &cido ascorbico.

En relacién a la actividad estabilizadora de radicales oxigénicos se observo una
correlacién negativa del contenido de naringina con el radical hidroxilo. Estos
resultados nos indican que los zumos procesados enzimaticamente con menor
contenido en naringina, presentan mayor capacidad estabilizadora del radical hidroxilo,
ya que como se constata en estudios previos (Estudio 1 y 2) la presencia de los
grupos hidroxilo en C-5 y C-7 de la aglicona (naringenina) le proporciona mayor

capacidad estabilizadora de este radical que su glucésido naringina.

Tabla 5.5. Coeficientes de correlacién entre los niveles de polifenoles, naringina y
la capacidad antioxidante total y actividad estabilizadora de radicales superéxido e

hidroxilo de los zumos.

ABTS FRAP SRSA SRSA HRSA
No-Enzimético Enzimético

Polifenoles 0,9395 0,5606 0,4020 o 0,6132
(0,0000) (0,0036) (0,0464) (0,0011)

Naringina o 0,8090 o o -0,5575
(0,0000) (0,0038)

Las correlaciones fueron evaluadas por regresion lineal utilizando el software Statgraphics
Plus. Solo se muestran los coeficientes lineales con p < 0,05 (n=59). SRSA, capacidad
estabilizadora frente al radical superéxido; HRSA, capacidad estabilizadora frente al radical
hidroxilo.
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El estudio de correlaciones entre los niveles de polifenoles y de naringina de los
zumos Y los biomarcadores de dafio oxidativo a lipidos y DNA se presentan en la tabla
5.6. Los resultados obtenidos muestran una correlacién negativa entre polifenoles y
dafio a lipidos, lo que nos indica un mayor efecto protector del dafio a lipidos inducido

por ABAP, en aquellos zumos con mayor contenido en polifenoles.

En relacién al DNA se observo una correlacion negativa con la naringina, por lo
tanto los zumos procesados al tener menor contenido en esta flavanona ejerceran
menor efecto protector que el zumo fresco. Aunque tal y como observamos en los
resultados, el efecto protector en los zumos de pomelo es dependiente del proceso de
desamargado aplicado. Por lo tanto, este resultado nos indica que puede ser
importante, dependiendo del procedimiento utilizado llegar a un equilibrio entre

desamargado y los niveles de naringina.

Tabla 5.6. Coeficientes de correlacién lineal entre polifenoles, naringina

y biomarcadores de estrés oxidativo.

Biomarcador del dafio

Biomarcador de la oxidativo al DNA

peroxidacion lipidica

(80OHAG/10°dG)
Polifenoles "0,6199 ns
(0,0024)
o -0,9665
Naringina ns (0,0000)

Las correlaciones fueron evaluadas por regresion lineal utilizando el software
Statgraphics Plus. Solo se muestran los coeficientes lineales con p < 0,05
(n=59).

Con el fin de evaluar la posible correspondencia entre los resultados obtenidos
para los distintos métodos empleados, se realiz6 el analisis de correlaciones de la
capacidad antioxidante total, medida por el ABTS y el FRAP con la actividad
estabilizadora de radicales oxigénicos y el efecto protector sobre lipidos y DNA (Tabla
5.7).

Los métodos estudiados para evaluar la capacidad antioxidante muestran
correlaciones significativas con los métodos de estudio de la capacidad estabilizadora
del radical superdxido y de biomarcadores de estrés oxidativo (Tabla 5.7), indicando la

posible correspondencia entre los resultados obtenidos para los distintos métodos. De

166



Resultados y Discusion

los dos métodos el FRAP, indicador de la capacidad reductora, cuyos niveles eran
mas altos en el zumo fresco, mostré mejores correlaciones con la estabilizacién del

radical superéxido asi como con los biomarcadores del dafio oxidativo a lipidos y DNA.

Tabla 5.7.- Coeficientes de correlacion lineal entre la capacidad antioxidante,
actividad scavenger, y biomarcadores de estres oxidativo

SR_SA No SRSA HRSA Perpx,ld_auon 80HAG/10%dG
Enzimatica  Enzimética lipidica
0,8503 -0,6092
ABTS ns (0,0000) ns (0.0012) ns
FRAP 0,5807 0,7010 ns -0,7555 -0,8471
(0,0145) (0,0008) (0,0000) (0,0005)

Las correlaciones fueron evaluadas por regresion lineal utilizando el software Statgraphics
Plus. Solo se muestran los coeficientes lineales con p < 0,05 (n=59). SRSA, capacidad
estabilizadora frente al radical superoxido; HRSA, capacidad estabilizadora frente al radical
hidroxilo.

Estos resultados indican que el tratamiento con naringinasa bajo las condiciones
de ensayo aplicadas resulta ser un método adecuado para el desamargado de zumos
de pomelo, ya que ademas de reducir los niveles de naringina dentro del rango de
aceptacion para el consumo, mantiene los compuestos bioactivos necesarios sin
modificar las propiedades antioxidantes de los zumos, evaluadas a través de

metodologias diversas.
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Conclusiones

El analisis global de los resultados expuestos en esta tesis doctoral permite

establecer las siguientes conclusiones:

1. En relacion al estudio comparativo de las flavanonas naringina y naringenina
sobre su capacidad antioxidante y protectora del dafio oxidativo a biomoléculas

se puede concluir que:

» La naringenina presenta mayor capacidad antioxidante y antiradicalaria,
y es, ademas, mejor quelante de iones metalicos e inhibidor de la

xantina oxidasa que su glucdsido naringina.

» La naringina y naringenina muestran distinta capacidad moduladora del
estrés oxidativo frente a los lipidos, DNA y GSH. Estos resultados
sugieren que puede ser interesante caracterizar la relacién
naringina/naringenina en los alimentos en los que se pretende evaluar

sus efectos saludables.

2. El analisis de los resultados obtenidos en este estudio sobre la actividad
antioxidante total, capacidad estabilizadora del radical hidroxilo y del radical
superoxido, y la accion protectora a biomoléculas frente al estrés oxidativo de
zumo de pomelo sometido a diferentes procesos de desamargado, permite

establecer que:

e El procesado del zumo de pomelo con naringinasa libre o inmovillizada
ademas de reducir los niveles de naringina a niveles 6ptimos para el
consumo, incrementa la capacidad antioxidante total del zumo, medida
por el método del ABTS, y mejora sus caracteristicas estabilizadoras de
radicales superdxido e hidroxilo. Sin embargo, la capacidad reductora
de estos zumos, niveles de FRAP, se ve disminuida en comparacion
con las muestras de zumo fresco, si bien este efecto puede ser mas
consecuencia del proceso de pasteurizacién previo, al que se someten
las muestras de zumo, que de la acciéon de desamargado de la enzima

naringinasa.

e La disminucién de los niveles de naringina en los zumos de pomelo
procesados con naringinasa en solucion, mejora el efecto protector

sobre la inhibicion de la peroxidacion lipidica. Cuando la enzima se
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inmoviliza se mantiene esta accién protectora de los zumos a niveles

equiparables al zumo fresco.

La inmovilizacion de la enzima naringinasa en PVA no modifica el efecto
positivo del zumo sobre los biomarcadores de GSH comparado con el

tratamiento con naringinasa libre.

Los zumos procesados enzimaticamente mostraron un efecto protector
sobre los biomarcadores de dafio oxidativo al DNA (8-OHdG y ruptura
de cadena). Sin embargo, la correlacion obtenida entre los niveles de
naringina de los zumos y su efecto protector sobre la base modificada
indica un mayor efecto protector del zumo fresco, lo que indica la
necesidad de mantener un equilibrio entre los niveles de la flavanona

naringina como protectora del DNA y el sabor amargo.

El tratamiento de desamargado con resinas de intercambio i6nico
(Amberlite®IRA-400), reduce significativamente los niveles del
compuesto amargo naringina, pero resulta ser mucho menos efectivo
que el método enzimatico en preservar las caracteristicas antioxidantes
y el efecto sobre los biomarcadores de estrés oxidativo, diminuyendo,

por tanto, las caracteristicas saludables del zumo de pomelo.

De los resultados obtenidos en esta tesis se puede confirmar que la tecnologia

enzimatica de desamargado, bien con el biocatalizador libre en solucion o inmovilizado

en un criogel de PVA, es mas efectiva que la adsorcién tradicional con resinas de

intercambio ya que, ademas de reducir el amargor de los zumos a niveles aceptables,

preserva e incluso en algunos aspectos mejora la capacidad antioxidante y de

proteccién a biomoléculas de los zumos de pomelo.
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Anexo

Tabla 8.1. Contenido de polifenoles totales en los zumos de pomelo.

Polifenoles *

S
FJ 689° 50,2 7,29
PJ 943,5¢ 47,5 5,03
N-PJ 1227° 44,1 3,59
IN-PJ 963° 21,6 2,24
R-PJ 545° 56,0 10,28
PVA-PJ 802,2° 55,6 6,93

! Contenido en polifenoles en pg/mL de &cido galico.

FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa
en solucidn, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ:
zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin

naringinasa. Valores con distinta letra son significativamente distintos (p<0,005).
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Anexo

Tabla 8.2. Contenido de naringina en los zumos de pomelo.

Naringina *

X
FJ 676° 26,4 391
PJ 813,9¢ 53,7 6,60

N-PJ 359" 50,9 14,18
IN-PJ 398" 59,5 14,95
R-PJ 240° 16,4 6,83

PVA-PJ 780,7° 61,4 8,40

! Contenido en naringina en pg/mL

FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con

naringinasa

en solucién, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ:

zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin

naringinasa. Valores con distinta letra son significativamente distintos (p<0,005).
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Anexo

Tabla 8.3. Actividad antioxidante de los zumos de pomelo, expresados como TEAC.

Volumen * Capacidad antioxidante 2

X
5 5,370° 0,592 11,02

- 10 10,595" 0,415 3,92
20 17,140° 0,543 3,17

30 23,332¢ 0,741 3,18

5 8,529° 0,890 10,43

. 10 13,167° 0,599 4,55
20 20,221° 0,923 4,56

30 24,337° 0,674 2,77

5 11,430 1,254 10,97

P 10 17,562° 1,659 9,45
20 23,567° 0,876 3,72

30 27,577° 0,876 3,18

5 10,483 0,196 1,87

NP 10 15,485" 1,278 8,25
20 23,266° 0,637 2,74

30 26,461 0,937 3,54

5 3,337° 0,390 11,69

10 7,137° 0,494 6,92

RoPJ 20 11,670° 0,709 6,08
30 17,012¢ 1,118 6,57

5 9,895° 1,431 14,46

PVAP] 10 13,779" 1,672 12,13
20 19,143° 1,220 6,37

30 23,918° 1,066 4,46

' Volumen de zumo en L

? Capacidad antioxidante en uM Trolox

FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con
naringinasa en solucién, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada
en PVA, R-PJ: zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo
pasteurizado con PVA sin naringinasa. Valores con distinta letra son significativamente
distintos (p<0,005).
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Anexo

Tabla 8.4. Actividad antioxidante FRAP de los zumos de pomelo.

Volumen !

Capacidad antioxidante 2

X
5 5,529° 0,692 12,52

- 10 8,684° 0,993 11,43
20 15,655° 1,301 8,31

30 23,579 1,843 7,82

5 4,835° 0,486 10,05

. 10 6,802° 0,199 2,93
20 10,613" 0,219 2,06

30 13,122° 0,692 5,27

5 6,263° 0,554 8,85

P 10 8,089° 0,664 8,21
20 10,749° 0,977 9,09

30 14,020° 1,601 11,42

5 3,302% 0,477 14,45

NP 10 5,614° 0,692 12,33
20 7,689° 0,759 9,87

30 10,425° 0,841 8,07

5 1,227% 0,067 5,46

P 10 2,390° 0,334 13,97
20 3,359° 0,214 6,37

30 4,513° 0,109 2,42

5 3,829° 1,381 36,07

PVAP] 10 5,479° 0,783 14,29
20 6,887° 0,693 10,06

30 10° 0,627 6,27

! Volumen de zumo en L

2 Capacidad reductora en mM FeSO,

FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con

naringinasa en solucién, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada

en PVA, R-PJ: zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo

pasteurizado con PVA sin naringinasa. Valores con distinta letra son significativamente

distintos (p<0,005).
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Anexo

Tabla 8.5. Capacidad estabilizadora frente al radical superoxido de los zumos de

pomelo mediante el método no enzimatico.

2

Capacidad estabilizadora

5 20,0° 5,2 26,00

- 10 27,2° 2,8 10,29
20 42,8 6,6 15,42

30 53,0° 3,6 6,79

5 23,3 6,7 28,76

. 10 33,4 53 15,87
20 42,2° 4,4 10,43

30 67,9 2,4 3,53

5 20,4% 2,6 12,75

NP 10 30,4 2,7 8,88
20 45,4° 3.4 7,49

30 78,3° 6,1 7,79

5 37,3 5,3 14,21

NP3 10 37,9° 0,9 2,37
20 49,6 7.5 15,12

30 60,0° 8,5 14,17

5 24,9% 2,3 9,20

. 10 28,9% 1,5 5,17
20 32,4 5,0 15,43

30 34,0° 3.4 10,00

5 23,8° 8,1 34,03

VAP 10 26,2° 6,9 26,34
20 52,7 43 8,16

30 68,1° 1,3 1,91

! Volumen de zumo en pL
? Capacidad estabilizadora en % inhibicion
FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa
en solucién, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ:
zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin
naringinasa. Valores con distinta letra son significativamente distintos (p<0,005).
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Anexo

Tabla 8.6. Capacidad estabilizadora frente al radical superdxido de los zumos de

pomelo mediante el método enzimatico.

S CV%

FJ 120° 18,0 15,00
PJ 131 55,4 42,24
N-PJ 146 46,8 32,00
IN-PJ 139% 55,0 39,63
R-PJ 180° 7,1 3,93
PVA-PJ 133% 17,3 13,06

! capacidad estabilizadora en ILs, (volumen de zumo necesario para alcanzar una inhibicion del
50%) en pL.

FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa

en solucién, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ:

zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin

naringinasa. Valores con distinta letra son significativamente distintos (p<0,05).
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Anexo

Tabla 8.7. Capacidad de los zumos de estabilizar el radical hidroxilo.

2

Capacidad estabilizadora

5 47,3 0,4 0,85

10 31,8 7,2 22,63

~ 20 45,1° 1,7 3,76
30 68,3° 10,2 14,93

5 42,9° 9,8 22,87

. 10 51,4 3,2 6,23
20 67,6 1,5 2,22

30 66,2" 4,5 6,80

5 42,0% 7.2 17,13

AP 10 55,9 4,8 8,59
20 68.9° 1.0 1,45

30 74,3° 2,5 3,36

5 34,6 7,6 21,97

NP 10 64,7 3.1 4,79
20 64,2 9,3 14,50

30 70,5 3.4 4,82

5 38,42 4,0 10,42

. 10 47,5 3,9 8,21
20 59,1° 7.8 13,20

30 69,9 6,4 9,16

5 35,4 8,1 22,88

VAP 10 56,5 2,3 4,07
20 67,7° 2,7 3,99

30 69,9° 2,3 3,29

! Volumen de zumo en L

? Capacidad estabilizadora en % inhibicion

FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa
en solucion, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, PVA-PJ:
zumo pasteurizado con PVA sin naringinasa, R-PJ: zumo pasteurizado y tratado con Amberlite

IR400. Valores con distinta letra son significativamente distintos (p<0,005).
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Anexo

Tabla 8.8. Efecto de los zumos de pomelo sobre los niveles de GSH en

homogenado de higado de rata tratado con t-BOOH.

10 347 7,2 21,18

. 20 39% 5,2 13,33
30 53,3 11,7 21,95

40 56,3° 12,9 22,91

10 36,1° 8,2 22,71

. 20 58,9 14,3 24,28
30 50,0% 12,2 24,40

40 47,0% 0,3 0,64

10 44.4° 16,2 36,49

P 20 59,6° 23,6 39,60
30 58,5° 12,2 20,85

40 65,5° 23,2 35,42

10 73,1° 43,6 59,64

NP3 20 79,2% 28,2 35,61
30 88,6% 37,4 42,21

40 93,8° 31,2 33,26

10 33,5% 7 20,90

R.P] 20 31,4° 12,7 40,45
30 45,3° 6,3 13,91

40 43,3 4,6 10,62

10 42° 14,1 33,57

VAP 20 40,3% 4,2 10,42
30 52,52 2,1 4,00

40 48,3% 2,3 4,76

! Volumen de zumo en pL

% Niveles de GSH en nmol/mg proteina

FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa

en solucion, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ:

zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin

naringinasa. Valores con distintas letras indican diferencias significativas (p< 0,05).
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Anexo

Tabla 8.9. Efectos de los zumos de pomelo sobre la peroxidacion lipidica en

microsomas de higado de rata inducida por ABAP.

2

Peroxidacion lipidica

10 2,494° 0,46 18,44

. 20 1,993° 0,226 11,34
30 1,539° 0,215 13,97

40 1,509% 0,184 12,19

10 2,776° 0,618 22,26

o] 20 1,947% 0,657 33,74
30 1,482% 0,215 14,51

40 1,664° 0,479 28,79

10 2,008° 0,338 16,11

NP 20 1,206° 0,295 24,46
30 1,161° 0,138 11,89

40 1,072° 0,092 8,58

10 2,534° 0,441 17,40

NP 20 1,968° 0,281 16,55
30 1,716% 0,082 4,78

40 1,426° 0,161 11,29

10 2,911° 0,423 14,53

. 20 2,376° 0,399 16,79
30 1,957° 0,08 4,09

40 1,714° 0,194 11,32

10 2,450° 0,412 16,82

PVA-PJ 20 2,088" 0,527 25,24
30 1,647% 0,209 12,69

40 1,435° 0,334 23,28

! Volumen de zumo en L

? peroxidacion lipidica en TBARS (nmol/mg proteina)

FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa
en solucién, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ:
zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin

naringinasa. Valores con distintas letras indican diferencias significativas (p< 0,005).
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Anexo

Tabla 8.10. Efecto de los zumos de pomelo en la formacion de 8-OHdG en DNA de
timo de ternera.

25 56,8° 7.8 13,7

FJ 50 64,0 12,5 19,5
100 90,0 0.1 0,1

25 56,9 0,5 0,9

PJ 50 66,5 0,1 0,1
100 79,4° 2,7 3,4

25 59,4% 11,2 18,9

N-PJ 50 53,6 0,2 0,4
100 82,8" 6,4 7,7

25 52,3 0,7 1,3

IN-PJ 50 56,3 2,4 43
100 75,6° 0,1 0,1

25 40,1° 1,3 3,2

R-PJ 50 58,3" 33 5,6
100 85,0° 10,0 11,8

25 53,7% 4,1 7.6

PVA-PJ 50 61,6 2,6 41
100 80,1° 4,4 5,4

' Volumen de zumo en L

? Efecto protector frente al dafio oxidativo al DNA en % inhibicion de la formacién de 8-OHdG.
FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa
en solucion, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ:
zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin
naringinasa. Valores con distinta letra son significativamente distintos (p<0.05).
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Anexo

Tabla 8.11. ILsy de los zumos de pomelo sobre el dafio oxidativo al DNA inducido

por Cu?*/Ascérbico.

S CV%
05 7,0

PJ 6,0° 2,6 37,7
N-PJ 31,4° 0.4 1,3
IN-PJ 20,7°¢ 1,8 8,7
PVA-PJ 13,8° 4,7 29,0
R-PJ 38,1° 1,2 3,1

! ILsgen pL

FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa

en solucién, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA; R-PJ:

zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin

naringinasa. Valores con distinta letra son significativamente distintos (p<0.005). ILso: volumen

de zumo necesario para alcanzar una inhibicion del 50% de formacion de 80OHdG.
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9. ABREVIATURAS






Abreviaturas

AAPH
ABAP
ABTS
BSA
CAT
CDNB
COX-2
CUPRAC
dG
DNA
DPPH
EGCG
EDTA
eNOS
EO
ERK
FJ
FRAP
GAE
GPx
GSH
GSSG
GST
HAT
H20-
HO-1
HPLC
HRSA
HX/XO
ILso
iINOS
IN-PJ
LDL
MAPKSs
MDA
MEDI
NADP

2,2 -azobis(amidinopropano) dihidroclorido
2,2"-azobis(2-amidinopropano)

Sal de diamonio del &cido 2,2 azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6 sulfénico)
Albumina de suero bovino

Catalasa

Cloro 2,4-dinitrobenceno

Ciclooxigenasa-2

Cooper Reduction Antioxidant Capacity
Desoxiguanosina

Acido desoxirribonucleico

2,2~ difenil-1-picrilhidracil
Epigallocatequina-3-galato

Acido etilendiaminotetraacético.

Oxido nitrico sintetasa endotelial

Estrés oxidativo

Quinasas reguladas por sefales extracelulares
Zumo fresco

Ferric Reducing Antioxidant Power

Acido gélico

Glutation peroxidasa

Glutation reducido

Glutatién disulfuro

Gutation S-transferasa

Hydrogen atom transfer

Perdxido de hidrogeno

Hemo oxigenasa-1

Cromatografia liquida de alta resolucion
Capacidad estabilizadora frente al radical hidroxilo
Hipoxantina-xantina oxidasa

Volumen necesario para alcanzar una inhibicién del 50%
Oxido nitrico sintetasa inducible

Zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA
Lipoproteinas de baja densidad

Proteina quinasa activada por factores mitéticos
Malondialdehido

Dieta mediterranea

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato.
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Abreviaturas

NADPH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido.
NBT Nitro azul tetrazolio

NF-Kb Factor nuclear kappa B

Nrf2 Factor relacionado al factor nuclear eritroide-2

NO Oxido nitrico

NO’ Radical éxido nitrico

NO - Anién nitroxilo

N-PJ Zumo pasteurizado y tratado con naringinasa en solucion,
NQO1 Quinona oxidorreductasa

*OOH Radical hidroperoxilo

*OH Radical hidroxilo

8-OHdG 8-hidroxi-desoxiguanosina

ONOO* Peroxinitrito

O, Radical superéxido

'0, Oxigeno singlete

O3 Ozono

ORAC Oxygen radical absorbance capacity

PBS Tampon fosfato salino

PI3K/Akt Fosfoinositol 3-quinasa/serina-treonina quinasa

PJ Zumo pasteurizado

PJ-PVA Zumo pasteurizado y tratado con polivinil alcohol sin naringinasa
PME Pectina metilesterasa

PMS 5-metilfenacin metosulfato

PVA Alcohol polivinilico

RBrsS Especies reactivas del bromo

RCIS Especies reactivas del cloro

RNS Especies reactivas del nitrégeno

ROO’ Radical peroxilo

ROS Especies reactivas del oxigeno

R-PJ Zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400.
SET Single electron transfer

SOD Superdéxido dismutasa

SRSA capacidad estabilizadora frente al radical superéxido
TBA Acido tiobarbittrico

TBARS Especies reactivas del acido tiobarbitarico

t-BOOH Terc-butil-hidroperéxido

TCA Acido tricloroacético
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Abreviaturas

TEAC Trolox equivalent antioxidant capacity
TPTZ 2,4,6-tris-2-piridil-s-triazina
TROLOX Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico

Trx Tiorredoxina

229



