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RESUMEN

La creciente preocupacion por los efectos negativos de los fertilizantes sintéticos y pesticidas
empleados en la agricultura intensiva ha llevado a explorar métodos alternativos como el cultivo
agroecologico. Este tipo de manejo en campo aporta numerosos beneficios para el ecosistema, la
salud humana e incluso la seguridad alimentaria. Cada vez mas estudios van dirigidos a
determinar si, entre estas ventajas, también se encuentran las de mejorar el perfil nutricional y el
caracter organoléptico de frutas y verduras. El presente trabajo pretende implementar las técnicas
Omicas mas modernas en el campo de la agronomia para determinar la capacidad antioxidante,
el perfil metabolomico y el proteoma del mango (Mangifera indica) y la pifia (Ananas comosus)
en funcion de si se trata de un cultivo convencional o ecoldgico. Los resultados obtenidos
mostraron que los mangos convencionales tenian una mayor capacidad antioxidante, mientras
que, en el caso de las pifias, las muestras ecologicas fueron las que destacaron en este aspecto. El
analisis metabolomico, realizado mediante espectrometria de masas, identifico diversos
compuestos bioactivos como vitaminas, acidos organicos y compuestos fendlicos. La
cuantificacion relativa del acido pantoténico (vitamina B5), demostr6 que se encontraba en mayor
concentracion en las pifias ecologicas, mientras que en el mango no se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos. El analisis protedmico también reveld diferencias en la
abundancia de proteinas: los mangos convencionales mostraron mayor intensidad en ciertas
bandas proteicas, mientras que las pifias ecologicas presentaron un mayor contenido de proteinas
asociadas con la bromelina. Estos resultados indican que el tipo de cultivo agricola tiene un
impacto significativo en los perfiles antioxidante, metaboldémico y proteémico de mangos y pifias,
por lo que este estudio destaca la importancia de continuar explorando los efectos del manejo
agroecologico en la calidad nutricional y funcional de las frutas con el fin de promover practicas
agricolas mas sostenibles y beneficiosas para la salud humana y el medio ambiente.

Palabras clave: Mango, pifia, capacidad antioxidante, metabolomica, protedmica, espectrometria
de masas, cultivo ecologico.



ABSTRACT

The growing concern about the negative effects of synthetic fertilizers and pesticides used in
intensive agriculture has led to exploring alternative methods such as agroecological cultivation.
This type of crop management brings numerous benefits to the ecosystem, human health, and
even food safety. Increasingly, studies aim to determine whether these advantages also include
improving the nutritional status and the organoleptic properties of fruits and vegetables. This
study aims to implement the most modern Omics techniques in the field of agronomy to determine
the antioxidant capacity and the metabolomic and proteomic profiles of mango (Mangifera
indica) and pineapple (Ananas comosus) based on whether they are grown conventionally or
organically. The results showed that conventional mangoes had a higher antioxidant capacity,
while, in the case of pineapples, the organic samples stood out in this aspect. The metabolomic
analysis, performed by mass spectrometry, identified various bioactive compounds such as
vitamins, organic acids, and phenolic compounds. The relative quantification of pantothenic acid
(vitamin B5) showed higher concentrations in organic pineapples, while no significant differences
were observed between the groups for mango. The proteomic analysis also revealed differences
in protein abundance: conventional mangoes showed higher intensity in certain protein bands,
while organic pineapples had a higher content of proteins associated with bromelain. These results
indicate that the type of agricultural cultivation has a significant impact on the antioxidant,
metabolomic, and proteomic profiles of mangoes and pineapples. This study highlights the
importance of continuing to explore the effects of agroecological management on the nutritional
and functional quality of fruits to promote more sustainable agricultural practices that are
beneficial to human health and the environment.

Keywords: Mango, pineapple, antioxidant capacity, metabolomics, proteomics, mass
spectrometry, organic cultivation.



INDICE

1. INTRODUCCION.......cooomiiiiiiiiitiiinisiss sttt 1
2. OBJETIVOS ...ttt bbbt b bt bbb bt e st nre s 3
3. MATERIAL Y METODOS ....ccoooooiiimiimieimisessssssssssssssssssssessssasssssssssssssassssassssnnsees 3
3.1. IMALEIIALES ...ttt nreenrnas 3
3.2. Determinacion de la capacidad antioXidante.........cccucvevveeiiivieiiinsnieesnee e 5
3.2.1. Preparacion de 12 MUESTIA........uciuviiiieiiiie e 5
3.2.2.  Fundamento del método ABTS .......ccoiiiiiiiiie e 5

3.3. Extraccion de los metabolitos y analisis de los resultados ..........cccoeeviiiiiiiiiiiienene 6
3.4. Determinacion del contenido en proteinas y extraccion en gel..........coccecveieeneennnn. 7
3.5. ANALISIS EStAdIStICO .ouviivieiiieiiiciie e 10

4. RESULTADOS Y DISCUSION...........cooosmiiiiiieieieceeeiissesees e sesies s 10
4.1. Determinacion de la capacidad antioXidante...........ceeveevveriieiiinneeniesiesee e 10
4.2. Determinacion del perfil metabolomicCo.........covvieeiiiieiinineee e 11
4.3. Obtencion de bandas de proteinas por electroforesis en gel..........ccocevvieeiireenenn 16
5. CONCLUSIONES ...ttt sb bbbt e bt nenre e nnas 17
6. BIBLIOGRAFIA ......cooooiiiiiiiiiiissees st 18
AGRADECIMIENTOS ...ttt st ene b 22



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Tasas globales de fertilizacion nitrogenada (kg-N-ha'-afio!) en cultivo de trigo,
rendimiento del grano (t-ha-afio!) y area global anual para su cultivo (107 ha) durante 1961-
B () TSRS 1

Figura 2. Variacion en el area (ha) dedicada a los cultivos de origen agroecoldgico y sus ventas

en el mercado minorista en Europa entre 2012-2022........ccccviiiiiiiiiiiiiininiiie e 2
Figura 3. Protocolo preparacion de la muestra para determinar su capacidad antioxidante. ........ 5
Figura 4. Principio en el que se basa el método ABTS. ........ccoiviiiiiiiiiieie e 5

Figura 5. Protocolo extraccion de los metabolitos y analisis de los resultados mediante software

CSPECITICO. 1.ttt E e E R e r e re 7
Figura 6. Protocolo preparacion de la muestra para determinar su contenido proteinico. ............ 7
Figura 7. Protocolo determinacion contenido en proteinas. ........cc.cccevviininiiiinisinssisssnis 8
Figura 8. Protocolo separacion proteinas por electroforesis en gel. .........coceveririveiinieniinieniennens 9

Figura 9. Capacidad antioxidante de mango y pifia en funcion del tipo de manejo en campo. .. 10
Figura 10. Cromatogramas superpuestos de las muestras de a) mango convencional, b) mango
ecoldgico, ¢) pifia convencional, d) pifia ecoldgica. Muestra 1 (negro), muestra 2 (rojo), muestra
3 (azul), MUESLIA 4 (VEIAEC). 1iivveeiireeiiieesiieestee st e st et e e tae e st e e sabe e st e et e e s e e e saa e e sneeesnbe e e snbeeennes 12
Figura 11. Concentracion (partes por millon) de dcido pantoténico en las distintas muestras.... 13
Figura 12. Intensidad de respuesta del detector al tiempo de retencion del acido pantoténico en:
a) todo el ensayo, b) muestras de mango y ¢) muestras de pifia..........ccevveereeneenieeneenee e 15

Figura 13. Gel de electroforesis de proteinas en mango y pifi........ccccurvrvervneerrenieeinenienieennenns 16

Figura Al. Rectas patron de a) Tiamina, b) Riboflavina, ¢) Acido pantoténico, d) Acido
clorogénico, €) Lupeol Deta VISCOL ......ccueiiiiiiiiiiiieie e 23
Figura A2. Cromatogramas de a) Tiamina, b) Riboflavina, ¢) Acido pantoténico, d) Acido
clorogénico, €) Lupeol beta VISCOL. ......ceoiiiiiiiiiiiieiie e 24
Figura A3. Perfiles de fragmentacion de a) Tiamina, b) Riboflavina, c¢) Acido pantoténico, d)

Acido clorogénico, €) Lupeol Beta VISCOL..........cevuevevrieierieisicieeisseesesesesseseesesseesesseses s, 25



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Procedencia de las frutas ensayadas. .........coceveeiiiiiieiie i 3
Tabla 2. Sumario de [0s reactivos emMpPleados........uuiiiiiiiiiiiie i 4
Tabla 3. Condiciones cromatograficas empleadas para la identificacion de los metabolitos. ....... 6

Tabla 3. Capacidad antioxidante de las frutas medido en micromoles de TROLOX por gramo de
MUESHTa HOTIZAAA. ..o 11
Tabla 4. Metabolitos identificados por el software UNIFL .........ccccccoviiiiiiiiiiiniie i 13

Tabla 5. Intensidad de respuesta al tiempo de retencion del dcido pantoténico. .........c.coevreenee. 15



1. INTRODUCCION

En los tltimos afios, la agricultura mundial ha logrado un impulso significativo gracias, entre
otros factores, al empleo de fertilizantes sintéticos y pesticidas. No obstante, este incremento de
la produccién agricola también conlleva importantes perjuicios sobre la poblacion y el entorno.
La “Revolucién Verde” fue un hito histoérico ocurrido entre 1940 y 1970 que se caracterizd por
aumentar el rendimiento de los cultivos, mejorar los sistemas de riego y transferir los
conocimientos y la tecnologia mas vanguardista al campo !. Sin embargo, el cultivo intensivo
derivado de este acontecimiento mundial ha supuesto un uso desmedido de sustancias que
promueven el crecimiento y desarrollo de los cultivos y de compuestos de prevencion y/o control
de plagas.

Los problemas derivados del uso indiscriminado de fertilizantes y pesticidas en la agricultura
son numerosos y cada vez mas acusados. En el caso de los fertilizantes, la cantidad ingente de
nitrégeno anadido a los cultivos con el objetivo de aumentar ligeramente su rendimiento (Figura
1) produce la degradacion de los suelos, el desbalance de sus nutrientes y la eutrofizacion de las
aguas >4,
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Figura 1. Tasas globales de fertilizacion nitrogenada (kg-N-ha™-aiio™) en cultivo de trigo,
rendimiento del grano (t-ha'-afio”!) y drea global anual para su cultivo (107 ha) durante 1961-2012 3.

Por otro lado, el uso de pesticidas en el campo se relaciona con la pérdida de la biodiversidad
de los ecosistemas, una calidad de los suelos deficiente y supone una amenaza para la salud
humana por contacto directo durante la actividad agricola ®’. También se han reportado
importantes consecuencias negativas sobre la seguridad alimentaria y las aguas de consumo. Los
pesticidas pueden afectar al ser humano indirectamente al encontrarse en los alimentos y en
diversos cultivos. Cabe sefalar que, en algunos casos, estos residuos han excedido los estandares
maximos de contaminacion establecidos por la OMS ®. Segun Popp e al. °, esta problematica es
especialmente prevalente en frutas y verduras, donde los residuos pueden ser dificiles de eliminar
incluso mediante el lavado.

Con todo ello, la necesidad de adoptar practicas méas sostenibles ha llevado a la exploracion
de métodos alternativos en la agricultura, dentro de los cuales encontramos el cultivo



agroecologico. Como se puede apreciar en la Figura 2, las ventas de alimentos organicos y la
superficie terrestre dedicada a su cultivo ha aumentado de manera acusada en los ultimos afios '°.
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Figura 2. Variacion en el area (ha) dedicada a los cultivos de origen agroecologico y sus ventas en el
mercado minorista en Europa entre 2012-2022. Elaboracion propia. Fuente: FiBL Statistics.
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Si bien es cierto que esta técnica de cultivo recibe criticas por tener un rendimiento productivo
menor (entre un 8%-25% inferior al cultivo convencional) !!, sus beneficios van mas alla de la
produccion en campo: (1) conservar la biodiversidad creando un entorno mas favorable para
diversas especies 2, (2) aumentar la calidad y fertilidad del suelo, (3) gestionar eficazmente los
recursos naturales ' y, en Ultima instancia, (4) mejorar la seguridad alimentaria al eliminar los
residuos de herbicidas, insecticidas y fertilizantes sintéticos . En el cultivo ecologico estos
compuestos son sustituidos por un fuerte vinculo entre plantas, insectos y comunidades
microbianas del suelo que, en su conjunto, previenen la aparicion de plagas y protegen a los
cultivos de estas '°.

El empleo de un método de cultivo agroecologico no solo tiene implicaciones en la inocuidad
de las frutas y verduras que comemos, sino que también se han observado diferencias en su perfil

de macronutrientes y micronutrientes. Segun Raigén et al. '

, en el caso de las berenjenas
(Solanum melongena) de procedencia ecoldgica, estas presentaron un mayor contenido fenolico
total y de diversos minerales. En el caso del pimiento (Capsicum spp.), también se han observado
resultados en la misma linea: las muestras organicas tenian mayores niveles de acido ascérbico,

fenoles totales, flavonoides totales y luteolina 718,

El mango (Mangifera indica) y la pina (Ananas comosus) son dos frutas tropicales de gran
importancia en el mercado mundial y presentan ciertas similitudes: ambas requieren climas
calidos con una alta exposicion al sol y tienen un ciclo de crecimiento largo hasta su desarrollo
completo. En cuanto a su manejo en campo, son susceptibles a una variedad de plagas y
enfermedades, por lo que fertilizantes y pesticidas son ampliamente utilizados durante su cultivo.
Sin embargo, el cultivo ecoldgico de mango y pifia ha ganado terreno debido a la creciente
preocupacion por la sostenibilidad y la salud. Pese a la importancia mundial de estas dos frutas,
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existen muy pocos estudios que hayan analizado las posibles diferencias en el perfil nutricional
entre muestras ecologicas y de manejo convencional por lo que no se han podido determinar si
existen tales, y en tal caso, si van en concordancia con los resultados para otros cultivos.

En las ultimas décadas, el avance de la tecnologia ha permitido el desarrollo de diversas
técnicas Omicas que han revolucionado la investigacién cientifica. Entre estas técnicas destacan
la metaboldémica y la protedmica. La metaboloémica se refiere al analisis sistematico y cuantitativo
de los metabolitos presentes en una célula, tejido u organismo . Por su parte, la protedmica es
un conjunto de tecnologias que se utilizan para identificar proteinas y mapear sus interacciones
en un contexto celular 2°. Historicamente, estas técnicas han sido aplicadas principalmente en
campos como la medicina, la biologia molecular y la farmacologia.

No obstante, la aplicacion de la metabolomica y la protedmica en el estudio de las frutas, como
pueden ser el mango y la pifia, es un campo emergente. Es en este contexto donde se abre un
horizonte por descubrir. La caracterizacion del perfil metabolomico y proteémico de estos
alimentos puede revelar informacion clave acerca de la repercusion que tiene el tipo de manejo
en campo sobre la materia prima final.

2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue determinar los diversos compuestos presentes en la
pulpa de mango y pifia y comparar los resultados obtenidos para cada fruta en funcion del tipo de
manejo en campo: convencional o agroecologico.

Para lograr este objetivo se establecieron los siguientes objetivos especificos:

- Determinar la capacidad antioxidante de las distintas frutas.

- Analizar el perfil metabolomico de las frutas: extraccion de los metabolitos de la pulpa e
identificarlos por espectrometria de masas (uHPLC-MS).

- Describir el perfil protedmico de las frutas: extraccion proteica de la pulpa.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Materiales

Los ensayos se realizaron a partir de 8 pifias y 8 mangos (4 ecologicos y 4 convencionales,
respectivamente) y las muestras fueron previamente liofilizadas (LYOMICRON Coolvacuum
Technologies). La procedencia de las frutas se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Procedencia de las frutas ensayadas.

Procedencia
Convencional Ecolégico
. M_anfgo Giiimar (Tenerife) Puntallana (La Palma)
Mangifera indica 'Osteen’
Pina Frontera (EIl Hierro) Mazo (La Palma)
Ananas comosus '"MD2'




Los reactivos utilizados para los distintos ensayos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Sumario de los reactivos empleados.

Ensayo capacidad antioxidante

Reactivo Marca Comercial
TROLOX . .
-Aldrich
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) Sigma-Aldric
ABTS

Sigma-Aldrich

(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)

Ensayo extraccion metabolitos

Reactivo Marca Comercial

MTBE

. oy MERCK
(Metil terbutil éter)

Ensayo extraccion proteinas

Reactivo Marca Comercial

0,5 EDTA solution (100X)

Thermo Scientific
(Ethylenediaminetetraacetic acid)

Cocktail Protease & Phosphatase Inhibitor (100X) Thermo Scientific
(DL-Di?h?o{hreitol) Sigma-Aldrich
LDS Sample Buffer (4X) Life Technologies
Sample Reducing Agent (10X) Life Technologies
MES SDS Running Buffer (20X) Life Technologies
Coomassie Brilliant blue Expedeon
Sucrose MERCK
Protein Assay BIO-RAD
(Tris-ﬁrylcslriflloride) Sigma-Aldrich
KCl Sigma-Aldrich

Albumina de suero bovina

(ASB) Sigma-Aldrich




3.2. Determinacion de la capacidad antioxidante

3.2.1.Preparacion de la muestra

La preparacion de la muestra previa al ensayo aparece en la Figura 3. Este protocolo fue una
version modificada de Gillespie et al., 2007. El equipo utilizado para la homogeneizacion fue
Polytron PT 2500 E y la centrifuga Mega Star 3.0R (VWR). La absorbancia se midi6 con el equipo
BioChrom Libra S22.

20 mg muestra + 2 mL acetona
liofilizada al 50%

Centrifuga ABTS ajustado a
¢ 0,7 Absorbancia
—
- h Ag}——’itadén N i
Homogeneizacién >—-" . .
= )
e E 1
= = Esperar 5 min
| J
“ S

Tols

——
12.000 rpm Recoger Medir Absorbancia
15 min sobrenadante a734nm

Figura 3. Protocolo preparacion de la muestra para determinar su capacidad antioxidante.
Elaboracion propia.

3.2.2. Fundamento del método ABTS

El fundamento en el que se basa esta técnica se muestra en la Figura 4. Se realizoé una curva
patrén con 7 patrones de TROLOX a distintas concentraciones (20, 50, 100, 200, 300, 400 y 500
puMolar). La capacidad antioxidante de las distintas frutas se cuantific6 como micromoles de
TROLOX por gramo de muestra liofilizada.

ABTS =  (NH,),5,0, —> | ABTS* | mmmsp | “Tomolor
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0 »
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Figura 4. Principio en el que se basa el método ABTS.
Elaboracion propia.



3.3. Extraccion de los metabolitos y analisis de los resultados

El protocolo seguido para extraer los metabolitos de la matriz de las frutas se muestra en la
Figura 5 y es una adaptacion del empleado por Salem ef al. *>. Las muestras fueron analizadas
por el equipo Vion IMS QToF (Waters, RU) y las condiciones cromatograficas se indican en la
Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones cromatograficas empleadas para la identificacion de los metabolitos.

Columna ACQUITY UPLC ® BEH C18 1,7 um 50°C
Volumen inyeccion 2 ulL
Autosampler
Temperatura 10 °C
Caudal 0,5 mL/min

Disolvente A: Acetonitrilo + 0,1% acido formico
Disolvente B: Agua + 0,1% acido férmico

Tiempo (min) % A % B
Bomba 0,0 2 98
cuaternaria 1,0 2 98
12,0 98 2
15,0 100 0
15,1 2 98
17,0 2 98
Polaridad Positiva
Espectrémetro Tipo de fuente ESI
de masas
Vion IMS QTof Rango de masa 50-2000 m/z
Energia de colision 10-50V

La busqueda de metabolitos de interés en mango y pifia se realizo sobre librerias generadas
especificamente para los compuestos contenidos en cada tipo de fruta. Se utilizo el software
especifico UNIFI (Waters, RU).
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Figura 5. Protocolo extraccion de los metabolitos y andlisis de los resultados mediante sofiware
especifico. Elaboracion propia.

3.4. Determinacion del contenido en proteinas y extraccion en gel

El protocolo para la preparacion de la muestra se desarrolla en la Figura 6.

Lysis Buffer /
EDTA 5mM
Tris-HCI 50 mM

KCI 100 mM
Sacarosa 30% (w/v)

Completar a
1 mL
— (I
1% (w/v) DTT 100 pL B
DTT 1M Incubacién
- - ] - durante 1 noche
\/ a4c°C
10 mg muestra
liofilizada
Inhibidores de 0L
Proteasas —

Figura 6. Protocolo preparacion de la muestra para determinar su contenido proteinico.
Elaboracion propia.



La cuantificacion de proteinas se determind mediante el método Bradford ** tal y como se
indica en la Figura 7. Se realizd una curva patrén con 5 patrones de ASB a distintas
concentraciones (1; 2; 2,5; 5; 7,5 y 10 pg/pL).

(I ; \\\ 200 pL
— 7 . \ . colorante
20 pL muestra — concentrado l:l
— '@ — | —
\ / —— ) |
\/ )
Muestra incubada 12;|050r{:"rr?m
Incubar 5 min T
ambiente
\% 200 pL
a , colorante : :
= 20 pL concentrado I Medir Absorbancia
a 595 nm
— —

800 pL —

.

H

Patrones ASB
Albumina de suero bovino
]

Figura 7. Protocolo determinacion contenido en proteinas.
Elaboracion propia.

En la etapa de la electroforesis en gel SDS-PAGE se analizaron 6 pg de proteina por muestra
y la separacion se hizo a voltaje constante de 150V durante 1h y 30 min. La visualizacion de
proteinas se realizé mediante tincion con azul de Coomassie, manteniendo los geles resultantes
en agitacion durante la noche (Figura 8).
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Figura 8. Protocolo separacion proteinas por electroforesis en gel.
Elaboracion propia.



3.5. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos obtenidos se realiz6 mediante el programa SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences). Los resultados obtenidos se analizaron mediante
prueba t de Student, Mann-Whitney U o t de Welch, segin correspondio en cada caso, a un nivel
de significacion 0=0,05.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion de la capacidad antioxidante

Los resultados obtenidos muestran importantes diferencias para un mismo tipo de fruta en
funcién del manejo en campo (Figura 9 y Tabla 3).
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Figura 9. Capacidad antioxidante de mango (izquierda) y piiia (derecha) en funcion del tipo de manejo
en campo medido en micromoles de TROLOX por gramo de muestra liofilizada.

Como podemos observar, en el caso del mango la capacidad antioxidante es significativamente
mayor en todas las muestras de cultivo convencional frente a las de origen ecoldgico. Estos
resultados concuerdan con otros autores, quienes sefialan un poder antioxidante hasta un 22%
superior en las muestras del primer grupo ?*. En cambio, estudios sobre diferentes variedades de
mango han identificado a la de origen agroecoldgico como la de mayor capacidad antioxidante
frente a otras 3 variedades cultivadas empleando pesticidas %, o bien identifican a los mangos
ecologicos inmaduros como los de mayor contenido antioxidante 26,
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Tabla 3. Capacidad antioxidante de las frutas medido en micromoles de TROLOX por gramo de
muestra liofilizada. Un p-valor <0,05 indica diferencias estadisticamente significativas entre distintos
tipos de manejo en campo para una misma fruta.

pmoles TROLOX / g muestra valor
liofilizada P
Mango convencional 28+5
1,96-107
Mango ecoldgico 171
Pina convencional 14,3 +0,8
2,14-10”
Pifia ecolégica 348+ 1,8

El ensayo con la pifia muestra resultados opuestos ya que las muestras ecoldgicas presentan
un poder antioxidante mucho mayor al de las muestras de cultivo convencional. No obstante,
Ngereza A.J. & Pawelzik E. ?* no observo diferencias significativas para una misma variedad de
pifa cultivada mediante ambos métodos.

Numerosos autores son los que han estudiado la capacidad antioxidante de diversas frutas en
funcion del tipo de manejo en campo. Mientras que unos no han identificado diferencias
significativas entre ambos grupos 2, otros muchos si sugieren niveles mas altos de antioxidantes
y vitaminas en aquellas producidas ecologicamente **°. La disparidad en los resultados obtenidos
puede deberse a las diferentes variedades empleadas, distinto grado de maduracion, diversas
condiciones ambientales, el tipo de manejo postcosecha o bien las diferencias en cuanto al método
de andlisis, ya que en este estudio se utiliz6 el método ABTS para medir la capacidad antioxidante,
pero existen diferentes métodos (DPPH, FRAP, etc.) que pueden producir resultados variables.

4.2. Determinacion del perfil metabolomico

La obtencién de unos cromatogramas con numerosos picos separados entre ellos demuestra
que el método de extraccion empleado fue el adecuado y las condiciones cromatograficas las
optimas (Figura 10, paginas 11 y 12).
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Figura 10. Cromatogramas superpuestos de las muestras de a) mango convencional, b) mango
ecologico, c) pifia convencional, d) pifia ecologica. Muestra 1 (negro), muestra 2 (rojo), muestra 3 (azul),

muestra 4 (verde).

A partir de los espectros de fragmentacion obtenidos para cada tiempo de retencion, UNIFI
realizo una identificacion estimada de aquellos metabolitos presentes en las muestras mediante la
comparacion del espectro de masas registrado en cada pico cromatografico con los espectros de
masas de la base de datos (Tabla 4).
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Tabla 4. Metabolitos identificados por el software UNIFI.

Metabolitos en mango Metabolitos en piiia Metabolitos en ambas frutas
Lupeol Beta Viscol Tiamina (vit. B1)
Mangiferina Riboflavina (vit. B2)

Fenilpropil acetato Niacina (vit. B3)

Indol Acido shikimico Acido pantoténico (vit. B5)

Benzofenona Piridoxina (vit. B6)

Acido clorogénico Acido citrico

Acido ascorbico (vit. C)

Acido sinapinico

Con el objetivo de confirmar y cuantificar los compuestos identificados anteriormente, se
prepararon patrones a distintas concentraciones (0,2; 1 y 5 ppm) para determinar su tiempo de
retencion y perfil de fragmentacion (Anexo Figura Al, Figura A2 y Figura A3).

Posteriormente se realizdo la cuantificacion del acido pantoténico porque fue el tnico
metabolito que se consiguio identificar en todas las muestras (Figura 11). Mientras que en unas
muestras se pudo determinar la concentraciébn de esta vitamina, en otras su contenido se
encontraba por debajo del patron mas diluido, por lo que no se pudo cuantificar.
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Figura 11. Concentracion (ppm, partes por millon) de dcido pantoténico en las distintas muestras.
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Sin embargo, basandose en la intensidad de respuesta del detector al tiempo de retencion del
acido pantoténico se pudo determinar como, en mayor o menor medida, el compuesto estaba

presente (Figura 12

[ 27 sseandar 0zH:HORIN 0uelg |- 27 L7 =eadas"0zHIHOWRIN ©auRIg
- 1 @Ry da" Oz HIHOR N 02ue|g T T
T T T T T T 2 =1 o
2 2 2 2 2 2 < 2 =
g 2 g B g g E: =
=] Y =1 - =
[s3unon] fsusyu [sunco] Asuagu)

14

Sample Injection



7675 194 C)
" \

5308
1

5000

Intensity [Counts]

1545 1506 14731410
1 i ‘ b

1342 1156
:

163
'

B1_1_replicate_1

NQ1_replicate_1
NQ1_replicate_2
NQ2Z_replicate_1
NQ2_replicate_2
NQ3_replicate_1
NQ3_replicate_2
NQ4_replicate_1
NQ4_replicate_2
NE1_replicate_1
NE1_replicate_2
MNE2_replicate_1
NE2_replicate_2
NE3_replicate_1
MNE3_replicate_2
NE4_replicate_1
NE4_replicate_2
Elanco_replicate_1

Blanco MetOH:H2O _replicate_1_3

Sample Injection

Figura 12. Intensidad de respuesta del detector al tiempo de retencion del acido pantoténico en: a) todo
el ensayo, b) muestras de mango y c) muestras de pina.

Con estos datos realizamos una cuantificacion relativa para determinar si existian diferencias
significativas en cuanto al contenido de vitamina B5 en funcion del tipo de cultivo (Tabla 5).

Tabla 5. Intensidad de respuesta al tiempo de retencion del acido pantoténico. Un p-valor <0,05
indica diferencias estadisticamente significativas entre distintos tipos de manejo en campo para una

misma fruta.
Intensidad de respuesta al t, valor
del acido pantoténico =

Mango convencional 5817 £ 3260
0,4418

Mango ecoldgico 4473 £2382

Pifia convencional 1281 +£214
0,0032

Pifia ecolégica 5174 £2515

Como se puede observar, si bien en el mango no existen diferencias en cuanto al contenido de
vitamina B5 entre ambos grupos, las muestras de pifia ecoldgica si presentan mayor contenido en
este compuesto en comparacion con las frutas de origen convencional.

Ambas frutas contienen una cantidad moderada de esta vitamina en comparacioén con otras
vitaminas del grupo B: 0,119 mg / 100 g de pulpa fresca en el mango 3! y 0,178 mg / 100 g de
pulpa fresca en la pifia 2. Cabe sefialar que su contenido, junto al de otros metabolitos, ha sido
estudiado para determinar los cambios bioquimicos y fisiologicos que sufren estos cultivos
durante el proceso de maduracion y la etapa postcosecha 3334, Sin embargo, no existen estudios
que hayan determinado su concentracion en funcion del tipo de manejo en campo (convencional
0 ecologico).

No obstante, algunos autores si que han estudiado el contenido en diversas vitaminas en otras
frutas y verduras en funcién del tipo de produccion en campo y todos ellos coinciden en que la
produccion ecoldgica supuso un incremento significativo en la produccion de acido ascoérbico y
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de fenoles totales '*183  De igual manera que con la capacidad antioxidante, debe de tenerse en
cuenta todos los factores influyentes como los climaticos, genéticos y de manejo postcosecha,
puesto que el tipo de agricultura inicamente representa una variable més del conjunto total .

4.3. Obtencion de bandas de proteinas por electroforesis en gel

Los geles obtenidos muestran una serie de bandas bien diferenciadas en funcion del peso
molecular de la proteina aislada. Estos resultados demuestran que el método de extraccion y
separacion por electroforesis de la fraccion proteica de las frutas ha sido el adecuado (Figura 13).

Marcador MC1 MC2 MC3 MC4 ME1 ME2 ME3 ME4 Marcador NC1 NC2NC3 NC4 NC5 Marcador NE1 NE2 NE3 NE4
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Figura 13. Gel de electroforesis de proteinas en mango (izquierda) y piia (derecha). “Marcador”
Marcador de peso molecular en kilodaltons. “MC” Mango convencional. “ME ”Mango ecolégico. “NC”
Pifia convencional. “NE” Pifia ecolégica.

Se puede ver como en las muestras de mango convencional 1, 2 y 3 aparecen dos bandas mas
intensas entre los pesos de 34 y 43 kDa en comparacion con las muestras ecoldgicas, lo que se
traduce en que la proteina que se detecta en ese intervalo de pesos se encuentra en mayor cantidad
en estas muestras que en las de cultivo ecologico. Actualmente se conoce muy poco sobre el
proteoma de esta fruta, y los pocos estudios que hay estan centrados en determinar la modulacion
de la expresion de proteinas asociado al proceso de maduracion *’. Sin embargo, un estudio ha
sido capaz de identificar 2855 especies proteicas unicas en la pulpa del mango, la mayoria de ellas
relacionadas con procesos de oxidacion/reduccion 8,

En el caso de la pifia se puede apreciar como las dos bandas que aparecen entre los pesos de
26y 34 kDa son mas intensas en las muestras de pifia ecoldgica, lo que supone que estas proteinas
se encuentran en mayor cantidad en este grupo. La bromelina es el compuesto mas famoso de la
pifia y se le conoce por ser una mezcla de enzimas proteoliticas que ayudan a digerir las proteinas
durante el proceso de digestion. Alguna de estas enzimas tiene un peso de 30 kDa *°, coincidente
con el peso de la banda mas intensa que aparece en las muestras ecoldgicas, por lo que esta
proteina podria ser mas abundante en estas muestras. Para confirmar esta suposicion se realizara
una digestion triptica en la que identificar adecuadamente las proteinas presentes en cada banda.
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5. CONCLUSIONES

En este estudio, se ha llevado a cabo una comparativa entre las frutas de mango y pifia
cultivadas de manera convencional y agroecologica, enfocandose en su capacidad antioxidante,
perfil metabolémico y contenido proteico. Los resultados obtenidos nos permiten extraer diversas
conclusiones significativas.

En primer lugar, se evidenci6 una notable diferencia en la capacidad antioxidante entre los
mangos y pifias en funcion del manejo en campo. Los mangos de cultivo convencional
presentaron un poder antioxidante significativamente mayor en comparacion con los ecologicos,
mientras que las pifias ecologicas mostraron un poder antioxidante superior a las convencionales.

El analisis metaboloémico revelo la presencia de varios metabolitos clave en ambas frutas, entre
los que se identificaron compuestos fundamentales para su calidad nutricional como son las
vitaminas del grupo B, compuestos fenolicos y acidos organicos. Gracias a la espectrometria de
masas se pudo cuantificar el acido pantoténico (vitamina BS5), cuyo contenido fue mayor en las
pifas ecoldgicas frente a las convencionales.

El analisis protedémico mediante electroforesis en gel también mostré diferencias en la
abundancia de ciertas proteinas en ambas frutas. Mientras que en los mangos convencionales se
observd una mayor intensidad de ciertas bandas, en el caso de las pifias las muestras ecologicas
mostraron un mayor contenido de proteinas que, de confirmarse tras la digestion triptica, podrian
tratarse de la bromelina.

En conclusion, los resultados preliminares de este estudio sugieren que el tipo de manejo
agricola (convencional vs. agroecoldgico) tiene un impacto significativo en el contenido en
antioxidantes y en el perfil metabolomico y protedmico de mangos y pifias. Sin embargo, es
crucial profundizar en esta linea de investigacion para confirmar estos hallazgos y comprender
mejor los mecanismos subyacentes. Ademas, es importante considerar los factores climaticos, el
grado de maduracion de la fruta, los factores genéticos y el tratamiento postcosecha, ya que estos
pueden influir en los resultados obtenidos. En futuros estudios, es fundamental controlar y reducir
la variabilidad causada por estos factores para obtener resultados mas fiables y generalizables.
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ANEXO

Calibration component: Thiamine_1 % RSD (%) 13950 Calibration component: Riboflavin % RSD (%): 5.002
Equation: Y = 795K + 202e3 RA2:0.958232 Equation: Y = 181e5°X + 146e RA2: 0.998640
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Figura Al. Recta patrén de a) Tiamina, b) Riboflavina, ¢) Acido pantoténico, d) Acido clorogénico, e) Lupeol beta viscol



tem name: B1_1
Channel name: Thiamine_1 [+H] : (32.8 PPM) 265.1120 : DT=3.49 to 3.94 ms

ltem name: B2_1
Channel name: Riboflavin [+H] : (32.8 PPM) 377.1461 : DT=4.40 to 497 ms
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Figura A2. Cromatograma de a) Tiamina, b) Riboflavina, c) Acido pantoténico, d) Acido clorogénico, e) Lupeol beta viscol.



Item name: B1_1
Item description:
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Figura A3. Perfil de fragmentacion de a) Tiamina, b) Riboflavina, c¢) Acido pantoténico, d) Acido clorogénico, e) Lupeol beta
viscol. El espectro de fragmentacion de cada una de ellas se observa en el panel inferior de cada figura designado como “high

energy”.



