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RESUMEN

Actualmente muchas investigaciones se han enfocado en el anélisis de la capacidad antioxidante de
extractos provenientes de residuos agroindustriales, gracias a su contenido en metabolitos secundarios
tales como los fenoles, flavonoides, antocianinas y carotenos, y a su capacidad de reaccionar con
radicales libres y varias especies reactivas del oxigeno. En este trabajo el extracto de los residuos de
la céscara de la fruta Vaccinium meridionale fue utilizada para determinar la actividad antioxidante
frente al oxigeno singulete y a los radicales libres 2,2—difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) y 2,2"-azino—
bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS). El analisis del contenido total de fenoles (TPC) del
extracto demostrd una cantidad de grupos fendlicos importante (alrededor de 99,30+3,15 mg de &cido
galico/100 g de fruta fresca). Por otra parte, la caracterizacion por cromatografia liquida (HPLC-
DAD) mostré la presencia en el extracto de seis antocianinas de mayor abundancia relativa (la
delfinifina-3-glucosido, la delfinifina-3-arabinésida, la cianidina-3-glucosido, la cianidina-3-
arabinosido, la cianidina-3-galactésido y una antocianina no identificada). El porcentaje de
desactivacién del oxigeno singulete fue determinado a diferentes concentraciones del extracto
etanolico, encontrandose un valor del 51 % a una concentracion 0.4 mg/mL, mientras que el 1C50 por
el método ABTS fue de 311,5 pg/mL y por el método DPPH de 65,96 pg/mL.
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ABSTRACT

Currently, many investigations have focused on the analysis of the antioxidant capacity of extracts from
agro-industry wastes, thanks to their content in secondary metabolites such as phenols, flavonoids,
anthocyanins, and carotenes, and their ability to react with free radicals and various oxygen reactive
species. In this work, extracts of the Vaccinium meridionale fruit-shell was used to determine the
antioxidant activity against singlet oxygen and free radicals 2,2-diphenyl-1-picrylhydracil (DPPH) and
2,2'-azino-his-(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid (ABTS). The analysis of the total phenolic
content (TPC) of the extract showed a significant content of phenolic groups (around 99.30 + 3.15 mg
of gallic acid/100 g of fresh fruit). On the other hand, the characterization by liquid chromatography
(HPLC-DAD) showed the presence in the extract of six anthocyanins with the larger relative abundance
(delphinidine-3-glucoside,  delphinidine-3-arabinoside,  cyanidine-3-glucoside,  cyanidine-3-
arabinoside, cyanidine-3-galactoside, and an unidentified anthocyanin). The percentage of deactivation
of singlet oxygen was determined at different concentrations of the ethanolic extract, with a value of
51% at a concentration of 0.4 mg/mL, while the ICso by the ABTS method was 311.5 pg/mL and by the
DPPH method of 65.96 pg/mL.

Keywords: Anthocyanins, singlet oxygen, antioxidant capacity, agraz, free radicals.

1. INTRODUCCION

La poblacion mundial estd creciendo cada afio a un ritmo desenfrenado y con ello la produccién de
residuos, especialmente provenientes de actividades agropecuarias y urbanas los cuales representan una
fuente muy econémica de compuestos de alto valor agregado susceptibles de aprovechamiento [1-3]. En
este sentido, el uso de residuos agroindustriales representa una opcién para transformarlos en nuevas
materias primas que se perfilen como una alternativa para conseguir compuestos con propiedades
benéficas para la salud humana. La valorizacion de residuos agroindustriales para la produccion de
sustancias antioxidantes es de suma importancia debido a la creciente demanda de productos naturales
antioxidantes, al tiempo que se da una alternativa sostenible y ambientalmente amigable para el
tratamiento de residuos [1-4].

Las caracteristicas 0 composicion quimica y biologica de los residuos agroindustriales dependen del
proceso de transformacion y de la materia prima utilizada. En el caso de las frutas, asi como de sus
residuos, se conoce que son alimentos ricos en compuestos fenélicos y antocianinas con demostrada
actividad antioxidante contra especies reactivas del oxigeno [8-10]. Estas especies como el radical anion
superoxido, el radical hidroxilo, el oxigeno singulete y otros radicales, son moléculas derivadas de
procesos fisioldgicos normales, esenciales para varios procesos fisiol6gicos, como la fosforilacion de
proteinas, la activacion del factor de transcripcion, la diferenciacion celular, la apoptosis, la inmunidad
celular y como mensajeros secundarios en la regulacion del funcionamiento de las células cardiacas y
vasculares [11]. La exposicion excesiva de estas moléculas en las células causa el estrés oxidativo,
situacion que puede tener efectos perjudiciales sobre el ADN, las proteinas y los lipidos [12, 13].
Ademas, el estrés oxidativo es una de las principales causas de enfermedades como el cancer, la diabetes
mellitus, los trastornos metabolicos, la aterosclerosis, las enfermedades cardiovasculares (hipertension,
cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca cronica) y enfermedades neurodegenerativas [14]).

Por ello, la célula se protege contrarrestando estas alteraciones, mediante la accion de sistemas
enzimaticos antioxidantes como la superdxido dismutasa (SOD), la lactoferrina, la catalasa, la glutation
peroxidasa, la tiorredoxina reductasa y la glutation reductasa [15]. La célula también usa sistemas no
enzimaticos donde se incluyen moléculas antioxidantes como las vitaminas E y C, flavonoides y
carotenoides provenientes de la dieta, en su lucha antioxidante [16]. También se ha hecho uso de
compuestos antioxidantes sintéticos como el butilhidroxitolueno (BHT) y el butilhidroxianisol (BHA),
mejorando la calidad de vida al evitar enfermedades causadas por el estrés oxidativo y efectos adversos
por compuestos sintéticos ya que ayudan a reducir el dafio causado por los radicales libres [11]. Sin
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embargo, la toxicidad que tienen de manera inherente su aplicacion ha generado el rechazo de los
consumidores disminuyendo su interés e impulsando el consumo de antioxidantes naturales [18, 19].
Esto ha ocasionado mayor interés en la busqueda de antioxidantes de origen natural. Dentro de los
compuestos con propiedades antioxidantes se encuentran los compuestos fendlicos como flavonoides,
taninos, acidos fenolicos y muchas otras moléculas con sistemas electrénicos nt-conjugados, presentes
en vegetales y frutas, representando una gran alternativa para la terapia preventiva de enfermedades
como las anteriormente descritas [20-22].

Por otro lado, el género Vaccinium contiene cerca de 400 especies Yy los frutos han atraido el interés de
muchos investigadores alrededor del mundo, debido al alto contenido de compuestos polifendlicos
presentes, tales como 4cido cindmico, flavonoles, antocianinas y antocianidinas [17]. Dentro de este
grupo de plantas ricas en sistemas conjugados se puede encontrar el mortifio o agraz (Vaccinium
meridionale) que posee potencial actividad antioxidante, gracias a su composicion quimica rica en
fenoles y antocianinas [24, 25]. El extracto del fruto de agraz ha sido aplicado en productos carnicos
con el fin de aportar actividad antioxidante con ingredientes naturales [26], para el tratamiento de
desordenes metabdlicos en mujeres [27] e incluso se han hecho estudios in vivo de la capacidad
terapéutica del extracto de agraz en isquemia-reperfusion en ratas albinas [28], demostrando su
versatilidad y potencial.

En el caso del fruto del agraz nativo de Colombia (Vaccinium meridionale Swartz), la presencia de
compuestos fendlicos y antocianinas han mostrado buena actividad antioxidante contra radicales libres
[17]. Por otra parte, diferentes tipos de actividades bioldgicas interesantes han sido ampliamente
estudiadas en Colombia. Por ejemplo, la actividad anticancerigena y antioxidante del extracto acuoso
de agraz (V. meridionale Sw.) fue determinada por Maldonado-Celis et al. (2014), quienes encontraron
una alta capacidad antioxidante y anti radicalaria a través de métodos de fluorescencia (capacidad de
atrapar especies reactivas del oxigeno y especies reactivas de nitrdgeno), gracias a su alto contenido de
antocianinas y acidos fenolicos [23]. En el estudio se evidencié una alta capacidad anti proliferativa en
células de adenocarcinoma de colon (SW480) y sus derivadas metastasicas (SW620).

Zapata-Vahos et al. (2016) prepararon tres bebidas alcohélicas distintas a partir de diversos métodos de
maceracion del extracto etanélico de Vaccinium meridionale Sw, gracias a su alto contenido de
polifenoles y determinaron mediante los métodos FRAP, DPPH y ORAC su capacidad antioxidante (sin
ser afectada negativamente por el proceso de fermentacion del extracto), asi como su capacidad de
disminuir el crecimiento de células cancerigenas del coldn (linea celular SW480), demostrando buena
capacidad antioxidante y reduciendo la viabilidad celular de esta linea cancerigena hasta en un 37%
[24].

Debido a que el fruto de agraz se cosecha Gnicamente dos veces al afio (mayo y diciembre), el uso de
técnicas de almacenamiento y preservacion que permitan mantener o reducir la pérdida de la actividad
antioxidante de los extractos del fruto de agraz es importante para su futura aplicacion [25]. Gaviria-
Montoya et al. (2012) determinaron que el fruto de agraz (V. meridionale) presenta cambios en su
actividad antioxidante, debido al estrés oxidativo que presentan sus frutos, determinando que el dia
Optimo de cosecha es el dia 143, ya que posterior a este dia, la actividad antioxidante no cambia, pero
el contenido de antocianinas si puede continuar incrementandose aun en etapa postcosecha [26]. Por
ello, Franco-Tobon et al. (2016) estudiaron el efecto de conservar la pulpa de agraz por congelacion
(PAC) y por liofilizacion (PAL) en la composicion quimica, actividad antioxidante y parametros
microbioldgicos, encontrando que el método de liofilizacion es més conveniente para conservar el
contenido de antocianinas y polifenoles en comparacion con la congelacién, lo cual permitiéo mantener
la capacidad antioxidante mas alta durante 60 dias de estudio, proyectando esta técnica de conservacion
para los productores como una alternativa de abastecimiento para el mercado [27].

En este trabajo se utilizd la cascara del fruto de agraz con el fin de extraer los compuestos fendlicos y
antocianinas presentes en el residuo. Asi mismo, se evalué la actividad antioxidante contra el oxigeno
singulete y frente a radicales libres por los métodos ABTS y DPPH.
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2. METODOLOGIA

2.1. Seleccion, obtencion y pretratamiento de los residuos

Para la obtencion de la muestra se recolectd 500 g de residuos de la cascara de la fruta V. meridionale
en condiciones éptimas de maduracién en la ciudad de Santa Rosa de Osos (Norte de Antioquia),
Colombia, de coordenadas; 6°38'50"N 75°27'38"0 de altitud media 1.5 msnm, durante la Gltima semana
del mes de mayo, época de recoleccion recomendada para esta fruta. Las cascaras de los residuos de
agraz se almacenaron a -15°C con la finalidad de minimizar los cambios bioquimicos que se pudiesen
presentar hasta el momento de realizar los analisis respectivos.

Los residuos de cascara de la especie V. meridionale, se lavaron con agua destilada, posteriormente se
secaron en un horno a 45°C por un periodo de 5 dias. Se peso periédicamente, hasta que éste permanecid
constante. Una vez obtenida la muestra deshidratada se procedié a homogeneizar la piel con el fin de
aumentar el area de contacto con el solvente. Se pes6 100 g del material macerado y se depositd en un
percolador. Se adicioné etanol:agua en proporcion volumétrica 1:2. Luego de (72) horas, se procedié a
recoger las fracciones obtenidas. Se concentrd el extracto en un rota-evaporador por 10 minutos y una
temperatura de 60°C, retirando el solvente.

2.2. Determinacion del contenido total de fenoles

La cantidad del contenido total de fenoles fue determinada espectrofotométricamente usando el método
de Folin-Ciocalteu [29]. Brevemente, se mezcldé 1 ml de solucién de extracto con 2,5 mL de reactivo
Folin-Ciocalteu al 10% (p/v). Después de 5 minutos, se afiadieron 2,0 mL de Na,COs; (75%) a la mezcla
y se incubaron a 50°C durante 10 minutos con agitacion. Posteriormente, la muestra se enfrid y se midio
la absorbancia utilizando un espectrofotémetro UV a 765 nm contra un blanco sin extracto. Los datos
de resultado se expresaron como mg/g de equivalentes de &cido galico en miligramos por gramo (mg
GAE/qg) de fruta fresca.

2.3. Determinacion del contenido antocianinas

Para el analisis de las antocianinas totales presentes en el extracto etandlico se utiliz6 un
espectrofotometro UV-vis (Thermo Fisher Scientific, modelo Genesys 10S UV-Vis) para determinar el
espectro de absorcion UV-Vis del total del extracto. Posteriormente, se realizd determinacién analitica
de antocianinas utilizando un cromatdgrafo liquido UHPLC Ultimate 3000 (Dionex-Thermo Fisher
Scientific, Inc.) equipado con una bomba cuaternaria de alta presion y un detector de diodos (DAD,
UV/Vis). El resultado fue la separacion de antocianinas mediante una columna Capcell-Pak® C18
UG120 S-5 (120 A, 5 um) (250 mm x 4,6 mm 1.D, Shiseido Co, Tokio). Los datos fueron adquiridos y
procesados por el software Chromeleon® 7 Chromatography Data System (Version 7.2.1.5833, Thermo
Fisher Scientific, Inc.).

El resultado se expres6 en pg/mL de antocianinas totales equivalentes al estandar de referencia cloruro
de delfinidina (TAEDC). Esta metodologia se basé en la estandarizacion externa utilizando una curva
de calibracion, que se obtuvo de las diferentes soluciones del estandar Cloruro de Delfinidina (1,0 pg/mL
y 100,0 pg/mL). Condiciones cromatogréaficas: Caudal: 0,6 mL/min, volumen de inyeccién: 15 pL,
temperatura del horno: 25°C, longitud de onda de deteccion: 255 nm, 285 nm, 325 nm, 525 nm, fase
movil (agua / &cido férmico / acetonitrilo): A (83:10:7) y B (40:10:50), Gradiente elucién — 0 min - 2
min (95% - 93% A), 4.5 min (93% A), 5.5 min (92% A), 6.5 min - 7.5 min (88% A), 7.8 min - 8 min
(86% A), 8.5 min - 13 min (84% A), 13.5 min (80% A), 15 min (75% A), 20 min (70% A), 30 min (65%
A), 40 min (95% A).

2.4. Evaluacion de la actividad antioxidante

2.4.1 Determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS (azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico).

Se prepararon 10 mL de una solucion de ABTS 7 mM a partir de 38,4 £ 0,1 mg de &cido 2,2"-azino—bis-
(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico. Luego se prepar6 una solucidn de persulfato de potasio 2,45 mM con
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66,2mg de K>S,0g en 100 mL de agua desionizada. Una vez se prepararon las dos soluciones, se tomaron
10 mL de cada una y se depositaron en un recipiente &mbar durante 16 horas en la oscuridad, para
obtener el radical ABTS. Posteriormente, se realizo una dilucion de la solucion del radical ABTS con
agua desionizada o etanol absoluto hasta una absorbancia 0,70 + 0,02 a una longitud de onda de 734nm.
Seguidamente, se tomaron 100 + 0,2 uL de extracto y se mezclaron con 3,0 + 0,1mL de la solucion del
radical ABTS. El blanco consistié de 3,0 + 0,1 mL de solucion del radical ABTS y 100 = 0,2 uL de
solvente utilizado para la extraccion (etanol). Cada muestra se dejo reaccionar por seis minutos y se
determiné su absorbancia a una longitud de onda de 734 nm. El resultado se obtuvo al interpolar el
porcentaje de inhibicion de la muestra en la curva de calibracion (determinada con la ecuacién 1),
obteniendo la concentracion de Trolox equivalente y se expresé como capacidad antioxidante
equivalente a Trolox (TEAC, umol/g).

La actividad antioxidante se expresd como porcentaje de inhibicidn, lo cual corresponde a la cantidad
de radical ABTS neutralizado por el extracto a una determinada concentracion, de acuerdo con la
ecuacion 1:

Ay

% inhibicion = %l = * 100 (1)

Donde A es la absorbancia del blanco y Al es la absorbancia de la muestra. El resultado se expresd
como capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC, pumol/g).

2.4.2 Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazilo)
Se prepar6 una solucion stock de DPPH a una concentracién de (10 mg/L). Con 1.0 + 0,1 mg de 2,2—
difenil-1-picrilhidracilo disuelto en 100 + 0,02 mL de metanol anhidro y luego con metanol grado HPLC
se ajusto la solucion a una absorbancia de 0.70 + 0.02 a una longitud de onda de 517 nm. La actividad
antioxidante se expresé como porcentaje de inhibicion, lo cual corresponde a la cantidad de radical
DPPH neutralizado por el extracto a una determinada concentracion, de acuerdo con la ecuacion 1.

2.4.2 Determinacion de la actividad antioxidante contra oxigeno singulete

El oxigeno singulete fue generado siguiendo la metodologia propuesta por Aubry [30], por medio del
sistema Na:Mo0O4/H,O, en la oscuridad y en presencia de rubreno (0.02 M). Se prepar6 una mezcla de
4,7 g (0,016 moles) de dodecil sulfato de sodio (SDS) con 9,4 g (0,13 moles) de 1-butanol y se agregd
a 60 mL (0,93 moles) de diclorometano formando la fase continua de la microemulsién. Luego se
adicion6 a esta microemulsién 6 mL de una solucién 0,2 M de NazM004.2H,0 (1,2x10-3 moles), gota a
gota con agitacién constante hasta obtener una emulsion transparente (pH=10). La microemulsién
originada corresponde a una micela tipo (W/O) o micela invertida. Para la generacién de oxigeno
singulete se adiciond 100 pL de H20,.

El seguimiento de la reaccion se realizé a 522 nm. El porcentaje de desactivacion (%Q) se determind
por medio de la siguiente ecuacion 2:

%Q = [1 - AA“”] x 100 (2)
AA,
Donde el AA,, corresponde a un cambio de la absorbancia en presencia del extracto y AA.,es el cambio

de la reaccién control, es decir, en ausencia del extracto.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Determinacion del contenido total de fenoles

Por cada 100 gramos de fruta fresca se obtuvo 3,15 g de extracto seco. El contenido total de fenoles
reportado para las V. meridionale es de 758.6 + 62.3 mg 4cido galico equivalente/100 g de fruta fresca,
[23] y para esta metodologia fue de 89,30+3,15 mg de &cido galico/100 g de fruta fresca.
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3.2. Determinacion de antocianinas

En la figura 1 se muestra el espectro UV-Vis del extracto total etandlico de los residuos de céscara de
agraz. Se puede observar una banda de absorcion en el rango de 450 a 690 nm, con una longitud de onda
méxima a 535 nm. De acuerdo con la estructura de las antocianinas, estas presentan maximos de
absorcion tanto en la region ultravioleta como en la regién visible del espectro electromagnético. La
absorcion maxima entre 520-600 nm en la region visible del espectro electromagnético es la region
comunmente utilizada en los ensayos espectrofotométricos para la caracterizacion de antocianinas [31-
33].

Figura 1. Espectro UV-Vis del extracto total etanolico
Figure 1. UV-Vis spectrum of the total ethanolic extract
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El contenido total de antocianinas presente en el extracto etandlico de agraz fue de 48 + 5 g
ATECD/mL de extracto. Para tal fin se utilizO un método de estandarizacion externo (curva de
calibracion) utilizando cloruro de delfinidina. El cromatograma obtenido por HPLC-DAD (A 285 y nm
A 525 nm) se presenta en la Figura 2.

Figura 2. Perfil cromatogréfico por HPLC-DAD (A 525 nm) de antocianinas encontradas en el extracto
de la cascara de agraz en solucién etandlica

Figure 2. HPLC-DAD chromatographic profile (A 525 nm) of anthocyanins found in the extract of the
peel of agraz in ethanolic solution
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De acuerdo con el perfil cromatografico, la cascara del agraz contuvo 6 antocianinas principales, la
delfinifina-3-glucosido, la delfinifina-3-arabindsida, la cianidina-3-glucésido, la cianidina-3-
arabindsido, la cianidina-3-galactosido y una antocianina no identificada. En la tabla 1 se muestra el
espectro UV-Vis y la estructura quimica de estos compuestos. El reconocimiento de las antocianinas se
logro utilizando estandares comerciales y comparando el espectro de absorcion de cada antocianina en
la muestra con los espectros reportados en la literatura cientifica para cada antocianina [34-36]. Estos
resultados concuerdan con los componentes encontrados en el fruto de Agraz colombiano y el silvestre
de regiones del Ecuador. En Colombia aungue se conocen reportes sobre identificacion y cuantificacion
de antocianinas sobre el fruto de Agraz, no se encontraron reportes sobre identificacion de antocianinas
espcificamente en la cascara del Vaccinium meridionale Swartz de la region colombiana [23].

Tabla 1. Caracterizacion con HPLC-DAD de las antocianinas presentes en el extracto de la fruta
Vaccinium meridionale.

Table 1. HPLC-DAD characterization of the anthocyanins present in the extract of the fruit Vaccinium
meridionale.
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26.19 16 % delphinidin-3-pentoside

3.3. Evaluacion de la actividad antioxidante

3.3.1 Determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS (azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-
cido sulfénico).

El 1Cs se calcul6 en términos de concentracion del extracto V. meridionale (ug/mL) y la cantidad

equivalente en unidades del estandar de referencia (trolox por cada 100 gramos de fruta) (Tabla 2). Para
el método ABTS, se calculd un ICspde 311,5 pg/mL.

Figura 3. Interpolacion de los datos de actividad antioxidante obtenidos de las diferentes
concentraciones del extracto por el método ABTS

Figure 3. Interpolation of data obtained the antioxidant activity from the different concentrations of the
extract by the ABTS method.
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Tabla 2. Capacidad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS del extracto de V. meridionale a
diferentes concentraciones.

Table 2. Antioxidant capacity by the DPPH and ABTS methods of the V. meridionale extract at different
concentrations.
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DPPH ABTS

L i

extracto/mL Concentracion eq. | Porcentaje de | Concentracién eq. :Dnohri([:)eizitgg]e de
Trolox (UM) inhibicion (%) Trolox (UM) (%)

2 62,350 13,71 585,590 25,28

10 169,43 32,78 861,660 35,50

20 206,73 39,42 1197,56 47,92

50 266,09 50,00 1398,34 55,35

3.3.2 Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazilo)
El 1Cs se calcul6 en términos de concentracion del extracto V. meridionale (ug/mL) y la cantidad
equivalente en unidades del estandar de referencia (trolox por cada 100 gramos de fruta) (Tabla 1). De
este analisis, se encontraron valores de IC50 para el método DPPH de 65,96 pg/mL .

Figure 4. Interpolacién de los datos de actividad antioxidante obtenidos de las diferentes
concentraciones del extracto por el método DPPH

Figure 4. Interpolation of data obtained the antioxidant activity from the different concentrations of the
extract by the DPPH method.
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Para realizar el andlisis, se tiene en cuenta que entre mas bajo sea el 1Cso, mayor serd su capacidad
antioxidante, ya que se requiere menor cantidad del extracto para lograr la inhibicion. Los parametros
que indican el potencial antioxidante (PAO) son los siguientes:

» Valores menores a 30 pg/mL seran considerados de alto PAO.
 Valores entre 30 pg/mL y 100 pg/mL tendran un PAO moderado.
« Valores superiores a 100 pg/mL estaran en el nivel bajo de PAO.

Lo anterior indicaria que el extracto de V. meridionale para el método DPPH seria considerado con un
potencial antioxidante moderado y para el método de ABTS como uno de bajo PAO. Estos dos anélisis
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evalUan la capacidad de la muestra para neutralizar radicales libres, pero difieren en su modo de actuar
ya que el DPPH es un radical libre estable soluble en metanol que es neutralizado mediante un
mecanismo de transferencia de hidrégeno. Por otra parte, el ABTS es generado tras una reaccién que
puede ser quimica (diéxido de manganeso, persulfato potasio, ABAP), enzimética (peroxidasa,
mioglobina) o electroquimica y su mecanismo de neutralizacion es principalmente por transferencia de
electrones. Sin embargo, incluir el extracto de agraz seria una muy buena opcion a la hora de elegir un
componente rico en antioxidantes para diferentes aplicaciones, tanto alimentarias como no alimentarias.
La capacidad antioxidante de los extractos del fruto de agraz tanto etanolicos como acuosos han sido
ampliamente estudiados [24] a través de métodos de fluorescencia (capacidad de atrapar especies
reactivas del oxigeno y especies reactivas de nitrégeno), gracias a su alto contenido de antocianinas y
acidos fenolicos [23]. Esta capacidad incluso se mantiene luego de procesos de fermentacién para la
produccién de bebidas por distintos métodos de maceracion y no se afecta negativamente. Ademas, estos
extractos han mostrado también una capacidad muy interesante para disminuir la proliferacion de células
del colon cancerigenas (linea celular SW480) y sus derivadas metastasicas (SW620), reduciendo la
viabilidad celular de esta linea cancerigena hasta en un 37% [24].

Otro aspecto a tener en cuenta muy importante es el uso de técnicas de almacenamiento y preservacion
que permitan mantener o reducir la pérdida de la actividad antioxidante de los extractos del fruto de
agraz, ya que en Colombia se cosecha dos veces al afio [25], pues se ha determinado que el fruto de
agraz (V. meridionale) presenta cambios en su actividad antioxidante, debido al estrés oxidativo que
presentan sus frutos, determinando que el dia 6ptimo de cosecha es el dia 143 [26]. Ademas, el uso del
método de liofilizacion para conservar el contenido de antocianinas y polifenoles en comparacion con
otras técnicas de conservacion resulta ser mas efectivo para mantener la capacidad antioxidante,
proyectando esta técnica de conservacion para los productores como una alternativa de abastecimiento
para el mercado [27].

3.3.3 Determinacion de la actividad antioxidante contra oxigeno singulete

El oxigeno singulete fue generado quimicamente el sistema MoOs?%/H,0,. La descomposicion del
peréxido de hidrogeno por los iones molibdato se da por formacién complejos intermediarios
(oxoperoxomolibdatos) que se descomponen térmicamente liberando O, [37]. La micela preparada se
comportd como una fase coloidal termodindmicamente estable, esto es debido al equilibrio del sistema
ternario de dodecil sulfato de sodio como surfactante, el 1-butanol como co-surfactante y el
diclorometano como el disolvente organico, que proporciona la fase apolar del sistema [38]. Al
adicionarle el rubreno, la solucién tomé un color naranja intenso caracteristico del policiclico aromatico
hidrocarbonado. De acuerdo con lo reportado en la literatura, el sistema ternario provee una alta
eficiencia en la produccion de oxigeno singulete, el cual oxida al rubreno (color naranja) para formar un
endoperdxido (ver figura 5), el producto oxidado es incoloro Esta reaccion se da mediante una
cicloadicion [4+2], el cual comprende un sistema de cuatro electrones = (los dienos en posicion 5,6 u
11,12 del tetraceno) y uno de los dos electrones r del 'O, (*Ag) @c), Y por lo tanto se genera un puente
entre los carbonos [39].

Figura 5. Reaccion del oxigeno singulete con el rubreno
Figure 5. Reaction of singlet oxygen with rubrene

O O
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El ion azida es un répido desactivador fisico del oxigeno singulete y es utilizado con regularidad para
demostrar la implicacion del 1O, (*Aq) en los procesos de oxidacion [40]. Por tal motivo, se evidenci6
cualitativamente que, en presencia de NaNs, no se hay diferencia en la absorbancia de la microemulsion
después de afadir el peréxido de hidrégeno. Esto indica que la azida de sodio desactivd el O, (*Ag)
generado en el sistema, por lo tanto, no se presentd la oxidacién del rubreno. De esta manera se
comprueba la presencia del oxigeno singulete como la Unica especie reactiva del oxigeno en el medio
de reaccion.

En la tabla 3 se muestran los porcentajes de desactivacion del oxigeno singulete para diferentes
concentraciones de extracto. Es posible evidenciar que a menores concentraciones del extracto se
presentan menores valores del porcentaje de desactivacion, esto es debido a que disminuye la cantidad
de moléculas capaces de desactivar el oxigeno singulete.

Tabla 3. Porcentaje de la actividad antioxidante del extracto de residuos de c&scara de agraz
Table 3. Percentage of the antioxidant activity of the extract of peel residues of agraz.

Concentracion del extracto (mg/mL) % Q (10 min)
0,40 51%
0,16 40%
0,08 29%
0,03 22%

La oxidacion del rubreno en ausencia o presencia del extracto siguid una cinética de pseudo-primer
orden (Figura 6). La constante de velocidad para la reaccién control (ausencia de extracto) presenta una
constante de velocidad de 1x10% s, mientras que la constante de velocidad en presencia del extracto es
de 2x10* s, esto indica que el proceso de oxidacion de la molécula modelo (rubreno) es mas lento en
presencia del extracto, lo que le confiere propiedades antioxidantes contra el oxigeno singulete.

Figura 6. Grafico de Ln(C#/C,) vs tiempo (s)
Figure 6. Graph of Ln (Cf/ Co) vs time (5)
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CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el fruto de la especie V. meridionale es una fuente
de compuestos con potencial actividad antioxidante contra el oxigeno singulete y los radicales libres
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ABTS y DPPH. El extracto mostrd cantidades apreciables de grupos fenélicos (alrededor de 99,30+3,15
mg de &cido Galico/100 g de fruta fresca). La caracterizacion por HPLC-DAD mostré la presencia de 6
antocianinas de mayor abundancia relativa. Finalmente, se pudo comprobar la capacidad antioxidante
del extracto frente al oxigeno singulete ya que logré un 53% de desactivacion del oxigeno singulete, a
una concentracién 0.4 mg/mL uM a 10 minutos de reaccion, un ICsy de 65,96 pg/mL por el método
DPPH y un ICsy de 311,5 pg/mL por el método ABTS. Todos estos resultados demuestran el potencial
del extracto de los residuos de la cascara de V. meridionale como agente antioxidante con potencial
aplicacion en la industria cosmética y de alimentos.
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