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INTRODUCCION

En los ultimos afios, los cambios en el estilo de vida de las personas junto con la concientizacion de los consumidores
sobre la alimentacion saludable, han generado una demanda creciente de frutas y vegetales minimamente procesados,
con atributos de calidad similares a los de los productos frescos (Soliva-Fortuny et al., 2001). Las frutas y hortalizas
minimamente procesadas o frescas cortadas se pueden definir como aquellas que en su preparacion para el consumo,
han sufrido un procesamiento minimo que incluye las etapas de lavado, acondicionamiento, pelado y cortado, entre
otros. También puede incluirse una etapa de tratamiento quimico con agentes antioxidantes y antimicrobianos
(Ahvenainen, 1996; Pirovani et al., 2001; Piagentini et al., 2003; Allende et al., 2006). El color de superficie es uno de
los atributos de calidad mas importantes porque los consumidores usualmente juzgan la calidad de frutas y vegetales
frescos cortados en base a su apariencia. La vida Gtil de estos productos esta acotada por los dafios fisiolégicos que
resultan de las operaciones esenciales de procesamiento, que incluyen pelado, descorazonado y cortado (Jang y Moon,
2011). Estas operaciones causan el oscurecimiento de las superficies cortadas al poner en contacto enzima y sustrato. El
pardeamiento enzimtico involucra la oxidacion enzimética inicial de los compuestos fendlicos localizados
principalmente en la vacuola, por la enzima polifenoloxidasa (PPO), ubicada en el citoplasma, para formar quinonas. La
adicion de agentes quimicos es la forma mas comuin de controlar el pardeamiento y el &cido ascdrbico es uno de los
agentes mas utilizados para este fin. El interés en la utilizacién de compuestos naturales para prevenir la pérdida de
calidad en estos productos ha aumentado considerablemente en respuesta al deseo del consumidor de reducir o eliminar
los aditivos sintetizados quimicamente de los alimentos (Alandes et al., 2009). Martin-Diana et al. (2008) estudiaron la
utilizacion del extracto de té verde como un antioxidante natural, para extender la vida til de lechuga fresca cortada y
concluyeron que es un método de preservacion satisfactorio si se aplica a bajas concentraciones. El “mate” es una
bebida tradicional ampliamente consumida en Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay, que consiste en una infusion de
las hojas desecadas y molidas de llex paraguariensis St. Hill., Aquifoliaceae (cominmente conocidas por el nombre de
yerba mate) (Dellacassa y Bandoni, 2001; Heck & Mejia, 2007). Se ha encontrado que el consumo de “mate”
contribuye significativamente a la ingesta general de antioxidantes y provee grandes cantidades de derivados del &cido
caffeoylquinico (Heck y Mejia, 2007). El alto contenido de polifenoles y capacidad antioxidante del “mate” lo
convierten en un posible candidato para inhibir el desarrollo de pardeamiento enzimatico en frutas frescas cortadas.
Martin et al. (2010) aplicaron infusiones de yerba mate al 1 y 2% (m/v) a extractos de la enzima PPO de manzanas
variedad Princesa y concluyeron que los extractos de yerba mate (Y M) ejercen un efecto inhibitorio importante sobre la
actividad de dicha enzima. Sin embargo, la infusion de YM presenta un color amarillo verdoso por lo que, para evitar
que el producto fresco cortado adquiera el color de la infusion, ésta debe ser previamente decolorada.
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OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo fue estudiar las propiedades de infusiones de yerba mate (YM) de distinta concentracion y
con diferente grado de decoloracion, para evaluar su utilizacién como inhibidores del pardeamiento enzimatico en frutas
frescas cortadas.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Para la preparacion de las infusiones se utilizé yerba mate (YM) comercial de origen argentino, del mismo afio de
produccion y lote, adquirida en un comercio de la zona.

Preparacion de extractos de YM

Se calentaron 500 mL de agua hasta 90°C. Una vez alcanzada la temperatura se detuvo el calentamiento y se agregaron
10 y 20 gramos de YM , para las infusiones al 2 y 4% (m/v), respectivamente. Se agit6 y la solucion tapada se dejé en
reposo durante 5 minutos. Al cabo de este tiempo se realizé una filtracion con algodon y se dejo alcanzar la temperatura
ambiente. Se agreg6 agua hasta alcanzar un volumen total de 500 mL y la solucién fue nuevamente filtrada, esta vez
utilizando papel de filtro.

Decoloracién de los extractos de YM con carbon activado (CA)

Se tomo una alicuota de 50 mL del extracto de YM vy se le agregaron 0,05; 0,1; 0,15; 0,20; 0,30; 0,40 y 0,5 gramos de
CA (segun se quisiera preparar la solucién con 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,8 0 1,0 % (m/v)). Se agité durante 1 minuto y se
filtr con papel de filtro Whatman 42. Las muestras se prepararon por duplicado.

Determinacion de color

El color de los extractos se determiné utilizando un espectrofotémetro Minolta 508d/8, en las siguientes condiciones:
iluminante D65, angulo del observador 10°, SCE (componente especular excluido), evaluandose los parametros
correspondiente al sistema CIE: L*, a*, b*, C;* Y hqp,.

Compuestos polifenolicos totales

Los polifenoles totales se determinaron de acuerdo al método de Folin-Ciocalteu modificado por Singleton y Rossi
(1965). El método adaptado se basa en que los fenoles son oxidados bajo condiciones alcalinas, alcanzando un maximo
en la absorbancia a 760 nm. Se utiliz6 una curva de calibracién de &cido galico. Las medidas se realizaron en un
espectrofotometro UV-Visible de 200 - 1000 nm - MILTON ROY - Spectronic Génesis 5. Los analisis se realizaron por
triplicado y el resultado se expresé en miligramos de &cido gélico equivalente (AGE) por 100 mL de solucion.

Capacidad antioxidante
- Reaccién con el radical DPPH*

La actividad antirradicalaria de los extractos se cuantifico por la medida de la disminucion de la absorbancia de una
solucion metandlica de DPPH* de 30 mg/L a 517 nm en presencia del extracto de la muestra, después de 30 min de
reaccion. La actividad antioxidante se expresd como capacidad antioxidante equivalente al acido ascdrbico (AEAC)
usando la ecuacién de Lim et al. (2007) adaptada:

AEAC (mg AA/100 mL de extracto) = (1Csq (aa)/ 1Cso (muestra)) *100

Donde: ICsg (ap) €s la cantidad de acido ascérbico en 1 ml de reaccion necesaria para disminuir al 50% la concentracion
inicial de DPPH*, obtenida de la grafica de % de DPPH* remanente vs. Concentracion (mg de AA/ml reaccion).



ICs0 (muestra) €S la cantidad de muestra en 1 ml de reaccion necesaria para disminuir al 50% la concentracion
inicial de DPPH*, obtenida de la gréfica de % de DPPH* remanente vs. Concentracion (mL de extracto/ml de
reaccion).

% de DPPH™* remanente = [Amuestra/ Acontrot] *100
Donde: Anestra= absorbancia muestra
Acontro = absorbancia solucién de DPPH*
- Actividad antioxidante por el método FRAP (ferric reducing-antioxidant power)

El ensayo de FRAP se llevo a cabo de acuerdo al método propuesto por Rodriguez Vaquero et al. (2010), que es una
modificacion del método original de Benzie y Strain (1996). El reactivo FRAP se prepar6é con un buffer acetato 300
mM (pH 3,6), una solucion de 10 mM de TPTZ en HCI 40 mM y una solucion de cloruro de hierro (111) 20mM, en una
proporcién de 10:1:1 (v/v), respectivamente. El reactivo FRAP fue preparado el dia del anélisis y se mantuvo a 37°C
hasta el momento de su utilizacion. Se agregaron 50 pL de muestra a 1,5 mL de reactivo de FRAP y se midi6 la
absorbancia a 593 nm al cabo de 4 minutos. Se utiliz6 una curva de calibracién de sulfato de hierro (I1) y los resultados
se expresaron en pmoles de Fe/100 mL de extracto. Todas las medidas se realizaron por triplicado.

Analisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA unifactorial para comparar los resultados obtenidos para las distintas concentraciones de CA. Se
utilizo el Test de Tukey, con un nivel de confianza del 95% para detectar diferencias significativas entre muestras. Se
utilizo el software Statgraphics Centurion XV versién15.2.06.

RESULTADOS Y DISCUSION
Color

Figura 1.a. Imagen de las infusiones preparadas con 2% de YM y distintas concentraciones de CA.
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Figura 1.b. Imagen de las infusiones preparadas con 4% de YM vy distintas concentracinones de CA.

Tabla 1. Color de las infusiones de YM al 2%o.

e ol & b Ca* has
0 36,72 + 0,66° 1,54 +0,05° 21,44 + 0,13 21,49 + 0,12 85,89 + 0,16°
0,1 37,78 £ 0,24° 1,61 +0,08° 26,99 + 0,337 27,04 + 0,349 86,58 + 0,13°
0,2 38,19 + 0,27° 0,47 £0,15° 16,42 + 0,38° 16,42 + 0,38° 88,36 + 0,49°
0,3 40,05 + 0,09° 0,32 +0,02° 13,42 + 0,08° 13,42 + 0,08° 88,61 + 0,09%¢
0,4 41,31 + 0,157 0,37 £ 0,04° 10,66 + 0,03° 10,66 + 0,03° 89,51 +0,17°
0,6 42,66 +0,47° 0,41+0,03° 5,78 +0,12° 5,79 +0,13° 85,97 +0,19°
0,8 44,44 + 0,12 0,38 +0,03° 4,23 +0,06° 4,25 + 0,06° 84,85 + 0,41°
1,0 45,46 + 0,23° 0,50 + 0,06" 4,33 +0,14° 4,36 + 0,15° 83,39+ 0,71%

Promedios + desviacion estandar. Letras distintas indican diferencia significativa (p < 0,05) entre las distintas concentraciones de
carbon activado.

La Tabla 1 presenta los resultados de color obtenidos para las infusiones preparadas con 2% de YM. Salvo en el caso de
los extractos con 0,1 y 0,2% de CA, donde no se detectaron diferencias significativas, se observa que al aumentar la
concentracion de CA aumenta L*, o sea que la luminosidad aumenta y por lo tanto las infusiones se van aclarando. No
existe diferencia significativa entre los valores de a* de las infusiones con 0 y 0,1% de CA, y éstas a su vez presentan el
mayor valor de a*, aunque los resultados obtenidos para todas las muestras fueron muy bajos. No existe diferencia
significativa entre los valores de b* de las infusiones con 0,8 y 1,0% de CA. b* aumenta al disminuir el porcentaje de
CA, hasta la concentracion 0,1% y se observa una disminucion en la infusion sin CA. El pardmetro Cy* (chroma)
representa la intensidad del color y se calcula como Va®+b% C,,* presenté el mismo comportamiento que b*. hy, (hue)
representa el &ngulo de tono y se calcula como arctan(b*/a*). EI menor valor de h, se detect6 en la solucién con mayor
concentracion de CA, pero basicamente todas las muestras presentaron un color muy cercano al amarillo puro (hy, =
90°) y la intensidad (C*,,) y claridad (L*) de su color se redujo con el aumento de la concentracion de CA.



Tabla 2. Color de las infusiones de YM al 4%o.

CO?(::/(.))CA L* a* b* ab™ hab
0 34,81 +0,67° 4,11 +0,23° 31,34 + 0,34 31,60 + 0,36 82,54 +0,37%
0,1 34,27 + 0,087 2,97 +0,03° 28,00 + 0,13° 28,15+ 0,13° 83,95 + 0,05°
0,2 34,92 +0,35° 2,55 + 0,09° 24,69 + 0,24° 24,82 + 0,25° 84,10 + 0,15"
0,3 34,69 +0,17° 1,85+ 0,31° 21,22 +2,71° 21,30 + 2,72° 85,05 + 0,28"
0,4 36,18 + 0,34° 0,86 + 0,06° 17,67 +1,83° 17,69 + 1,83° 87,20 £ 0,17¢
0,6 38,88 + 0,36° -0,0033 +£0,1041* | 12,24 +0,32° 12,24 +0,32° 90,03 + 0,51°
0,8 41,32 +0,26° 0,14 + 0,087 5,56 + 0,14° 5,56 + 0,14° 88,59 + 0,807
1,0 43,95 + 0,24° 0,18 + 0,06° 6,13 + 0,06 6,14 + 0,06° 88,28 + 0,50°°

Promedios * desviacion estandar. Letras distintas indican diferencia significativa (p < 0,05) entre las distintas concentraciones de
carbon activado.

En la Tabla 2 se observa que para las infusiones preparadas con 4% de YM, el L* se mantiene constante en los extractos
con concentraciones entre 0 y 0,3% de CA y a partir de esta concentracion el L* aumenta con la concentracién de CA.
Las muestras con 1,0; 0,8 y 0,6% de CA presentan el menor valor de a* (menos rojo). En general el valor de b*
disminuye con la concentracion de CA, salvo en el caso de 0,8-1,0 y 0,1-0,2 % de CA, donde no existen diferencias
significativas. Al igual que en los extractos con 2% de YM, C,,* se comporta de igual forma que b*.

Comparando los resultados presentados en las Tablas 1y 2 y las Figuras 1.a 'y 1.b, se observa claramente que, como era
de esperarse, al duplicar la concentracién de YM se requiere un nivel superior de CA para alcanzar un grado aceptable
de decoloracién. Mientras que para una concentracién de YM del 2%, se obtiene un color de infusion aceptable
mediante la utilizacién de 0,3% de CA, al duplicar el porcentaje de YM se requiere una aplicacién de al menos, 0,6% de
CA.

Compuestos polifenolicos totales

En la Tabla 3 se presenta el contenido de polifenoles totales de las distintas infusiones. Los extractos sin decolorar
presentan un alto contenido de polifenoles (109,36 y 194,38 mg AGE/100mL para 2 y 4% de YM, respectivamente).
Bravo et al. (2007) determinaron el contenido de polifenoles totales en infusiones de tres YM comerciales diferentes,
con una concentracion del 1% y obtuvieron resultados que variaron entre 72,90 y 76,00 mg AGE/100mL. Rodriguez
Vaquero et al. (2010) también estudiaron el contenido de polifenoles en llex paraguariensis obtenida en farmacia y
obtuvieron un contenido de 92,5 mg AGE/100mL, para una concentracion de 0,8%. Si bien, ambas publicaciones
reportan niveles superiores (aunque del mismo orden) a los obtenidos en el presente trabajo, es necesario tener en
cuenta que existen muchos factores que influyen en la composicion quimica de la YM, entre los que se destacan el
contenido de palos y de polvo, el proceso industrial aplicado para la obtencién de la YM comercial y el método de
preparacion del extracto. Por otro lado, Chandra y Gonzélez de Mejia (2004) también estudiaron el contenido total de
polifenoles del mate, obteniendo resultados similares a los aqui presentados.

También puede observarse en la Tabla 3 que en todos los casos la concentracion de polifenoles disminuye con la
concentracion de CA, salvo en el caso de las infusiones con 2% de YM y 0,8 y 1,0% de CA, donde no se detecta
diferencia significativa en el contenido polifendlico. El descenso de los valores se representa graficamente en la Figura
2. Rodriguez Vaquero et al. (2010) determinaron el contenido de polifenoles en una infusién con 0,8% de YM (m/v) sin
clarificar y en una infusién con igual concentracién de YM y 3% (m/v) de CA y detectaron un fuerte descenso en el
contenido de polifenoles. Obtuvieron como resultado concentraciones de 92,5 y 0,6 mg AGE/100 mL, respectivamente.



Tabla 3. Contenido de polifenoles totales.

. Concentracion de polifenoles totales (mg AGE/100mL)
0,
Concentracion CA (%) 2% YM 4% YM

0 109,36 + 3,48° 194,38 +2,12"
0,1 89,27 + 1,26 171,61 + 2,09¢
0,2 66,42 +1,10° 146,81 +2,95'
0,3 47,82 + 4,84° 111,84 +2,14°
0,4 35,59 +0,27° 95,91 +5,57°
0,6 9,89 +0,03° 53,81 + 2,95°
0,8 3,32 £ 0,09° 26,29 + 1,63°
1,0 1,57 £0,01° 13,22 +0,56°

Promedios * desviacion estandar. Letras distintas indican diferencia significativas (p<0,05) entre las distintas concentraciones
de carbén activado.

Figura 2. Contenido de polifenoles totales seglin concentracién de YM y CA.
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Las barras sobre las columnas indican la desviacién estandar.

Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de los extractos se determiné por dos métodos, el de la reaccion con el radical DPPH* y
FRAP. Ambos métodos presentaron una muy buena correlacién, obteniéndose un R? > 0,99 tanto para las infusiones
con 2% (no se muestran los datos) como para las de 4% de YM (Figura 3). Esto indica que ambos métodos son
equivalentes y son adecuados para la determinacién de la actividad antioxidante en este tipo de infusiones.

Tal como se esperaba, los extractos de YM sin decolorar presentaron actividades antioxidantes muy altas, que fueron
decreciendo al aumentar el grado de decoloracion (Tabla 4, Figuras 4 y 5). En el caso de las infusiones con 2% de YM,
los niveles de CA de 1,0; 0,8 y 0,6% presentaron una AEAC similar, que fue aumentando al disminuir la concentracion
de CA. En el caso del método del FRAP, los resultados arrojan que las infusiones con 1,0-0,8% y 0,8-0,6% de CA no
presentan diferencias significativas respectivamente, y que las diferencias si se vuelven significativas al ir
disminuyendo el porcentaje de CA. Por otro lado, las infusiones con 4% de YM presentaron un aumento constante de la
AEAC al ir disminuyendo el nivel de CA, salvo en el caso de los extractos con 0 y 0,1%, que no presentaron diferencias
significativas. En el caso del FRAP, los umoles de Fe/100 mL fueron similares desde el punto de vista estadistico en las



infusiones con 0,8 y 1,0% de CA, mientras que las diferencias se tornaron significativas al ir disminuyendo el grado de
decoloracion.

Se encontré una excelente correlacion entre el contenido de polifenoles totales y la actividad antioxidante determinada
por ambos métodos (R? > 0,98 para ambas concentraciones de YM y ambos métodos de actividad antioxidante, no se
presentan los datos de AEAC versus contenido de polifenoles). En la Figura 6 se presenta la relacion entre la actividad
antioxidante determinada por FRAP y la concentracion de polifenoles totales obtenida para las infusiones con 2% de
YM. Estos resultados demuestran que la capacidad antioxidante de los extractos de YM, se explica por su contenido de
compuestos polifenolicos. La actividad antioxidante de los fenoles se debe principalmente a sus propiedades redox, que
les permiten actuar como agentes reductores, dadores de hidrégeno y captadores de oxigeno singlete (Kahkonen et al.,
1999).

Figura 3. Correlacion entre la actividad antioxidante determinada por el método del radical DPPH* y por FRAP
para las infusiones con 4% de YM.
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Tabla 4. Actividad antioxidante de las infusiones de YM, determinada por dos métodos distintos.

Actividad antioxidante
., 2% YM 4% YM
Coné’;”g/f)‘)c'on AEAC FRAP AEAC FRAP
(mgAA/100mL) (umolesFe/100mL) (mgAA/100mL) | (umolesFe/100mL)

0 205,88 + 6,79f 246,17 +11,82° 323,05 + 5,69¢ 479,43 + 17,89¢
0,1 143,72 £ 2,97¢ 200,28 + 2,07f 307,08 +1,87° 440,14 + 31,49f
0,2 108,62 + 8,57d 143,40 + 1,66° 226,04 + 10,54f 361,18 + 2,06°
0,3 86,60 + 3,21°¢ 119,71 + 1,55UI 197,26 + 0,10° 302,65 + 4,23d
0,4 55,04 + 1,91b 75,44 + 0,31°¢ 145,46 + 5,41d 233,70 £+ 3,10°
0,6 10,78 + 1,45° 20,88 + 0,54b 103,69 + 1,22°¢ 139,79 + 1,00b
0,8 3,28 + 0,36% 7,05+ 0,153’b 4541 + 2,25b 67,45 + 2 55°
1,0 1,18 + 0,01° 2,58 + 0,022 18,77 + 0,62° 36,07 +1,13?

Promedios * desviacién estandar. Letras distintas indican diferencia significativas (p<0,05) entre las distintas concentraciones de

carbén activado.

Como se dijo anteriormente, las infusiones con 2 y 4% de YM requieren como minimo un 0,3% y un 0,6% de CA para
obtener una decoloracion apreciable, respectivamente. A su vez, en el caso del 2% de YM la aplicacion de una




concentracion de CA superior al 0,3 genera una pérdida de polifenoles y por lo tanto de actividad antioxidante,
significativa y lo mismo ocurre en el caso de la solucion al 4% de YM, si el nivel de CA supera el 0,6%.

Figura 4. Actividad antioxidante de las infusiones de YM segun la concentracion de CA, determinada por el
método del radical DPPH*.
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Figura 5. Actividad antioxidante de las infusiones de YM segun la concentracion de CA, determinada por el
método FRAP.
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Figura 6. Correlacién entre el contenido de polifenoles totales y la actividad antioxidante determinada por
FRAP, para las infusiones con 2% de YM.
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CONCLUSIONES

La infusién de YM resulta apropiada para la aplicacion en frutas frescas cortadas, debido a su alta concentracién en
compuestos bioactivos (polifenoles) con actividad antioxidante. Para concentraciones de 2 y 4% de YM se requiere
aplicar 0,3 y 0,6% de CA respectivamente, para obtener extractos con un color apropiado, pero que a la vez mantengan
la actividad antioxidante necesaria para evitar el pardeamiento enzimatico y por lo tanto, extender la vida til de las
frutas frescas cortadas.
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