4. PROTOCOLOS ESTANDARIZADOS
POR EL PROCISUR PARA LA
VALORIZACION DE FRUTOS
NATIVOS

4.1 METODOLOGIA DE ESTANDARIZACION DE
PROTOCOLOS PARA EL PROCISUR

Estandarizacion de protocolos:

Con el proposito de elaborar un protocolo estanda-
rizado para determinar carotenoides, antocianinas y
polifenoles se coordiné una colaboracién en la que par-
ticiparon siete laboratorios de cinco paises (Argentina,
Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay) con el fin de selec-
cionar los mejores procedimientos de evaluacién y
permitir un intercambio fluido de informacién.

Estos protocolos han sido disefiados para optimizar
la probabilidad de que los datos y las muestras bio-
légicas sean sistematicamente recolectadas y com-
partidas rapidamente en un formato que puedan ser
agregados, tabulados y analizados facilmente, en los
diferentes contextos a nivel regional del PROCISUR.

Los protocolos se estandarizaron en base a la si-
guiente metodologia: a) recoleccién de la informa-
cién por parte de las instituciones participantes; b)
presentacion, analisis, discusion y estandarizacién de
protocolos para carotenoides, antocianinas y com-
puestos fendlicos totales; c) revisién de los protocolos

consensuados, andlisis, discusién y estandarizacién
final de protocolos para carotenoides, antocianinas y
compuestos fendlicos totales; d) muestreo y validacién
de protocolos en cada pais para cada fruto escogido; y
e) publicacién de protocolos estandarizados. Se reali-
zaron diferentes talleres en los cuales se discutieron y
estandarizaron los protocolos.

El grupo de trabajo realizé:

« Videoconferencia en marzo de 2017 para acordar
recoleccion de la informacion por parte de las
instituciones participantes y designacion de res-
ponsables por protocolo para carotenoides, anto-
cianinas y polifenoles totales.

» Reunidn de trabajo en mayo de 2017 en Buenos
Aires, Argentina, para la presentacion de los pro-
tocolos por cada responsable. Andlisis, discusion
y estandarizacién de los protocolos. Visita a los
laboratorios de alimentos de INTA

» Reunidn de trabajo en agosto de 2017 en Rio de
Janeiro, Brasil, en la cual se realizé revision de los pro-
tocolos consensuados, asi como andlisis, discusién y
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estandarizacién final de los mismos. Visita a los la-
boratorios de Embrapa Agroindustria de Alimentos.
Seminario “Tendencia del uso de compuestos
bioactivos procedentes de frutas en la industria de
cosméticos” por Daniel Weigard Barreto de Assessa

4.2 DESCRIPCION DE PROTOCOLOS
ESTANDARIZADOS PARA EL PROCISUR

4.2.1 Protocolo para la determinacion de

carotenoides en frutos nativos.

Facundo Ibdriiez, PhD.
Laboratorio Plataforma Agroalimentos y Poscosecha
Fruticultural de INIA Uruguay,

El protocolo estandarizado se basa en los pro-
tocolos y recomendaciones de Biehler et al.
(2010); Lichtenthaler and Buschmann (2001);
Rodriguez-Amaya (2015); Rodriguez-Amaya et
al. (2001) y Scott (2001).

Preparacion de las muestras

a.

Seleccionar en forma aleatoria y representativa
100 g de frutos aprox. (10 frutos pequeiios o 4-5
grandes)

Colocar las muestras en bolsas identificadas y
congelar en ultrafreezer a -70/-80°C

Liofilizar las muestras y pulverizar el tejido. Pesar
las muestras antes y después del liofilizado para
calcular materia seca. Guardar en un contenedor
seco y protegido de la luz.

Extraccion de pigmentos carotenoides

a.

Pesar 0.2 g aproximados en balanza analitica del
fruto pulverizado y liofilizado en un tubo Falcon
de 15 mL.

Mezclar con 5-7 mL de solucién de extracciéon
(0.1 % de BHT en acetona) y agitar en vortex por
30 segundos.

Llevar a baiio de ultrasonidos por 10 min y luego
centrifugar a 10.000 rpm por 10 min.

Transferir el sobrenadante a un matraz aforado
de 25ml. Si es necesario filtrar previamente.
Repetir b, ¢ y d hasta decoloracién de la matriz
(entre 3 y 5 veces aprox.)

Enrasar el matraz con solucién de extraccién
y medir carotenoides totales o beta caroteno/

(assessa.com.br), empresa brasilera especializada
en el desarrollo y produccién de ingredientes bioac-
tivos de alta eficacia para la industria cosmética.

« Finalmente, los protocolos estandarizados fueron

validados en los frutos escogidos por cada pais.

licopeno segtin el caso. En el caso de no analizar
en el momento, transferir a un recipiente para
guardar en freezer a -18 °C (max. 1 semana).

Estimacion de carotenoides totales

a.

Medir la concentracién de carotenoides totales
en espectrofotometro fijado a 450 nm, usando
como blanco la solucién de extraccidén.

Calcular la concentracién de caroteno (c) en pug/
ml por medio de la ecuacion siguiente:

c=Amax xM x 1000/& x d

Enla cual:

Amax = Absorcién determinada a la longitud de
onda de 450nm

M = masa molecular de f3-caroteno = 537 g/mol

€ = coeficiente de extincién molar del 3-carote-
no en acetona (140663 1/mol cm) de acuerdo con
Biehler et al. (2010)

8 = camino 6ptico (cm)

Determinaciéon de betacaroteno y/o licopeno
por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(HPLC)

a. Eluyente: Preparar la fase mévil mezclando 900

ml de metanol grado HPLC, 100 ml de acetoni-
trilo grado HPLC, y 1 ml de tretilamina (TEA).

Condiciones de HPLC:

Columna: polimérica C18 5um x 250-mm x 4,6-mm
Flujo: 1ml/min isocratico

Temperatura: ambiente regulada o fijada en el
horno de columnas (25°C)
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Deteccién: UV-vis 450 nm (470 para licopeno)

Volumen de Inyeccion: 20 pl de la muestra o es-
tdndares en solvente miscible con la fase mévil
(etanol, metanol, acetonitrilo) previamente filtra-
da en filtro de membrana de 0.45 pm.

Célculos: (ug/g) =

A x Cs (ug/ml) x total vol extrac (ml)

Cs = concentracion
del estandar

A, X peso muestra (g)

Donde:
C, = concentracién del carotenoide X.

A = Area del pico del carotenoide.
Preparacion curva patron.

Pesar 10 mg de f3-caroteno y/o licopeno disolver
en acetona y llevar a volumen en matraz aforado de
25 mL.

Para determinar la concentracién exacta, registrar
el espectro de absorcién de la solucion entre 400 y 500
nm en una cubeta de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico
utilizando acetona como blanco. Identificar el maxi-
mo de absorcién y calcular la concentracién del caro-
teno (c) en pg/ml por medio de la ecuacién siguiente:

c=A_,xXMx1000/¢€ xd
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As = Area del pico
del estandar

En la cual:
A = Absorcién determinada a la longitud de

onda mdxima (alrededor de 450 para f3-caroteno
y 470 nm para licopeno)

M = masa molecular de f3-caroteno/licopeno=
537 g/mol

€ = coeficiente de extincién molar de licopeno en
acetona (f3-caroteno 140663 L/mol cm; licopeno
120600 L/mol/cm), de acuerdo con Biehler et al.
(2010).

0 = camino dptico (cm)

Esta solucion es estable a —18°C por lo menos du-
rante 3 semanas.
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