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Resumen- Recientes investigaciones demuestran la
importancia de los extractos de origen vegetal como
potentes antioxidantes, debido a la presencia de com-
ponentes quimicamente activos, como los polifenoles,
antocianinas, flavonoides, entre otros. Esta sinergia de
los componentes se convierte en una posible alterna-
tiva frente al uso de antioxidantes de origen sintético.
En este trabajo la cascara de la fruta Syzygium cumini
fue utilizada para determinar la actividad antioxidante
frente al oxigeno singulete. El extracto mostré cantida-
des apreciables de grupos fenélicos (alrededor de 8,55
AGE mg/g peso fruta). La caracterizacion por HPLC-DAD
muestra por lo menos 3 antocianinas de mayor abun-
dancia relativa (la malvidina 3,5-diglucésido, la delfini-
dina 3,5-diglucosido y la petunidina 3,5-diglucésido). El
porcentaje de desactivacion del oxigeno singulete fue
determinado a diferentes concentraciones del extracto
etanolico, encontrandose un valor del 60% a una con-
centracion 0.39 mg/mL.

Palabras clave—- Antocianinas, desactivacion, oxigeno
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Abstract- Recent research has shown the importan-
ce of plant extracts as powerful antioxidants owing to
the presence of chemically active components such as
polyphenols, anthocyanins, flavonoids, among others.
This synergy of the components becomes a possible al-
ternative to the use of antioxidants of synthetic origin. In
this study, Syzygium cumini fruit peel was used to deter-
mine the antioxidant activity against singlet oxygen. The
extract showed appreciable amounts of phenolic groups
(about 8.55 AGE mg/g fruit weight). HPLC-DAD charac-
terization showed at least 3 anthocyanins of higher re-
lative abundance (malvidin 3,5-diglucoside, delphinidin
3,5-diglucoside and petunidin 3,5-diglucoside). The per-
centage of quenching of singlet oxygen was determined

at different concentrations of the ethanolic extract, fin-
ding a value of 60% at a concentration of 0.39 mg/mL.

Keywords—- anthocyanins, quenching, singlet oxygen,
syzygium cumini.

1. INTRODUCCION

Los radicales libres y las especies reactivas del
oxigeno tienen la capacidad de interactuar quimi-
camente con las macromoléculas del cuerpo hu-
mano, generando enfermedades como el cancer,
obesidad, diabetes, enfermedad de Alzheimer,
enfermedades oculares, lupus entre otras [1-3].
Estas especies pueden estar presentes en el orga-
nismo humano como producto de un metabolismo
normal, y pueden ser usadas para la produccion
de energia, incluso, en algunas células pueden
ser utilizadas como defensas para destruir virus
y bacterias; pero cuando el cuerpo genera o se
expone a cantidades excesivas, ya sea por facto-
res externos o por un factor genotipico, su ener-
gia extremadamente alta puede daiar los tejidos
normales [4]. El organismo puede contrarrestar
estas alteraciones mediante enzimas antioxidan-
tes endégenas, pero cuando no es suficiente, se
hace necesario suministrar antioxidantes natura-
les o sintéticos, tales como el hidroxianisol butila-
do (BHA) e hidroxitolueno butilado (BHT) [5]. Sin
embargo, el uso de compuestos sintéticos ha sido
restringido en muchos paises debido a los efectos
producidos en la salud [6].
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Los compuestos naturales parecen ser una
alternativa para su uso como antioxidantes. Los
metabolitos secundarios de las plantas relinen
una gran cantidad de polifenoles, antocianinas, en-
tre otros compuestos, que estan implicados en la
defensa contra el ataque de los radicales libres y
el oxigeno singulete; por lo que recibe atencion al
considerarse como factores de proteccion contra
las enfermedades cronicas degenerativas y enfer-
medades cardiovasculares [7]. Una de las especies
vegetales que evidencia que tiene actividad antioxi-
dante es la Syzygium cumini (Eugenia Jambolana)
[8]. Sin embargo, se desconoce el efecto de estos
extractos contra el oxigeno singulete. En este tra-
bajo se evalud la actividad antioxidante contra el
oxigeno singulete a partir del extracto etandlico de
la cascara del fruto de Syzygium cumini.

2. DESARROLLO DEL ARTICULO

2.1 Obtencion del extracto etanolico por
percolacion

Para la obtencién de la muestra se recolectd
500 g de la fruta S. cumini en condiciones 6pti-
mas de maduracion, en la ciudad de Valledupar
(Cesar), Colombia, de coordenadas 10°27'37"N
73°15'35"0, altitud media de 168 msnm, duran-
te la Gltima semana del mes de marzo se marca el
inicio de la temporada de lluvias en esta zona del
pais. Las uvas frescas de la especie Syzygium cu-
mini se lavaron con agua destilada, posteriormen-
te se secaron en un horno a 45 °C por un periodo
de 5 dias. Se pesoé periddicamente hasta que este
permanecié constante. Una vez obtenida la mues-
tra deshidratada se procedid a homogeneizar la
piel, con el fin de aumentar el area de contacto
con el solvente. Se pesé 100 g del material mace-
rado y se depositd en un percolador. Se adicioné
etanol:agua en proporcion volumétrica 1:2. Luego
de (72) horas se procedio a recoger las fracciones
obtenidas. Se concentrd el extracto en un rotaeva-
porador por 10 minutos y una temperatura de 60
°C, retirando el solvente.

2.2 Caracterizacion del extracto por UV-Vis
y HPLC

Para el anélisis de las antocianinas presentes
en el extracto etandlico se utilizd un espectrofo-
tometro UV-vis (Thermo Fisher Scientific, modelo

Genesys 10S UV-Vis), y se caracteriz6 por deter-
minacién analitica, utilizando un cromatégrafo
liqguido UHPLC Ultimate 3000 (Dionex-Thermo
Fisher Scientific, Inc.) equipado con una bomba
cuaternaria de alta presion y un detector de dio-
dos (DAD, UV/Vis). El resultado fue la separacion
de antocianinas mediante una columna Capce-
l-Pak® C18 UG120 S-5 (120 A, 5 ym) (250 mm x
4,6 mm |.D, Shiseido Co, Tokio). Los datos fueron
adquiridos y procesados por el software Chrome-
leon® 7 Chromatography Data System (Version
7.2.1.5833, Thermo Fisher Scientific, Inc.).

El resultado se expresd en yg/mL de antociani-
nas 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 di-
ferentes soluciones del estandar Cloruro de Del-
finidina (1,0 yg/mL y 100,0 yg/mL). Condiciones
cromatograficas: Caudal: 0,6 mL/min, volumen
de inyeccion: 15 yL, temperatura del horno: 25
°C, longitud de onda de deteccion: 255 nm, 285
nm, 325 nm, 525 nm, fase mévil (agua / acido
formico / acetonitrilo): A (83:10:7) y B (40:10:50),
Gradiente elucion - O 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).

2.3 Contenido total de fenoles

El reactivo de Folin-Ciocalteu (FC) se prepard
a una concentracion 1 N a partir del reactivo co-
mercial (2,0 N) disolviéndolo en agua destilada.
Se protegid de la luz para evitar su degradacion
y se guardé en refrigeracion hasta su uso. Adicio-
nalmente, se prepard una solucién al 20% de car-
bonato de sodio.

2.4 Estudio del quenching del oxigeno
singulete por el extracto

El oxigeno singulete fue generado siguiendo la
metodologia propuesta por Aubry [9], por medio
del sistema Na,MoO,/H,0,, en la oscuridad y en
presencia de rubreno (0.02 M). Se prepard una
mezcla de 4,7 g (0,016 moles) de dodecil sulfato
de sodio (SDS) con 9,4 g (0,13 moles) de 1-buta-
nol y se agregd a 60 mL (0,93 moles) de dicloro-
metano formando la fase continua de la microe-
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mulsion. Luego se adicion6 a esta microemulsion
6 mL de una solucion 0,2 M de Na,MoO,.2H,0
(1,2x10° moles), gota a gota con agitacion cons-
tante hasta obtener una emulsién transparente
(pH=10) [10]. La microemulsién originada corres-
ponde a una micela tipo (W/0) o micela invertida.
Para la generacion de oxigeno singulete se adicio-
n6 100 uL de H,0,.

El seguimiento de la reaccion se hizo a 522
nm. El porcentaje de desactivacion (%Q) se deter-
mind por medio de la siguiente ecuacion:

wQ=[1-3]x100 ()

Donde el AA,, corresponde a un cambio de la
absorbancia en presencia del extractoy AA., es el
cambio de la reaccion control, es decir, en ausencia
del extracto.

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion del extracto por UV-Vis
y HPLC

La solucion del extracto etandélico de S. cumini
presentd un color plrpura intenso, caracteristico
de los extractos que contienen antocianinas [11].
Las antocianinas exhiben un espectro de absor-
cion de referencia con bandas aproximadas a 290,
380 y una banda ancha entre 500-545 nm (Fig.
1). las dos primeras senales corresponden a las
transiciones T — 77y la Gltima a la transicién n
— 7T, esto permite la confirmacion preliminar de
la existencia de un grupo croméforo fuertemente
conjugado, como son las antocianinas [12].

Fig. 1. ESPECTRO DE ABSORCION UV-Vis DE LA SOLUCION ETANOLICA
DEL EXTRACTO DE S. CUMINI
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El contenido total de antocianinas presente en
el extracto etandlico de S. cumini fue de 31 + 5
pug ATECD/mL de extracto. El perfil cromatografi-
co por HPLC-DAD (A 525 nm) para el extracto de
frutos de S. cumini se presenta en la Fig. 2. De
acuerdo con la metodologia planteada, se carac-
terizé la presencia de mas de 15 antocianinas,
tres de ellas mas abundantes, las cuales fueron,
la malvidina 3,5-diglucésido (44%), la delfinidina
3,5-diglucésido (28%) y la petunidina 3,5-diglucé-
sido (9%) [13].

Fig. 2. PERFIL CROMATOGRAFICO POR HPLC-DAD (A 525 nm) DEL EX-
TRACTO ETANOLICO DEL FRUTO ESPECIE S. CUMINI
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3.2 Determinacion del contenido total de
fenoles

Por cada 100 gramos de fruta fresca se obtuvo
1,58 g de extracto seco. El contenido total de fe-
noles reportado para las partes comestibles de la
fruta S. cumini es de: 0,569 (piel) y 0,235 (pulpa)
mg/g AGE PF (peso fruta), y para esta metodologia
fue de 8,55 mg/g AGE PF.

3.3 Desactivacion del oxigeno singulete

El rubreno (color naranja) es oxidado a un en-
doperoxido (incoloro), a través de una cicloadicion
[47 + 27m] del oxigeno singulete, Fig. 3 [14].
Cuando el extracto esta presente en el medio, la
reaccién de oxidacion es inhibida.

Fig. 3. ATRAPAMIENTO QUIMICO DEL OXIGENO SINGULETE POR EL
RUBRENO.

OOOO O@OO

Fuente: Los autores



10

ITECKNE Vol. 16 Nimero 1 ¢ ISSN 1692-1798 « ISSN Digital 2339 - 3483 * junio 2019 « 7-11

En la Fig. 4 se puede apreciar el espectro vi-
sible de la oxidacion del rubreno en ausencia y
en presencia del extracto. Después de 10 min de
reaccion, con una concentracion de extracto de
0.39 mg/mL, la oxidacion del rubreno por el oxi-
geno singulete es inhibida aproximadamente en
un 60%. En la tabla 1 se muestran los porcentajes
de desactivacion del oxigeno singulete para dife-
rentes concentraciones de extracto; es posible
evidenciar que a menores concentraciones del ex-
tracto S. cumini se presentan menores valores de
dicho porcentaje, esto es debido a que disminuye
la cantidad de moléculas capaces de desactivar el
oxigeno singulete. En presencia de azida de sodio
no se observo oxidacion del rubreno.

Fig. 4. ESPECTROS VIS DE LA OXIDACION DEL RUBRENO
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Tabla |
PORCENTAJE DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO S. CUMINI
Concentracion del extracto (mg/mL) [ % Q ( 10 min)
0,390 60%
0,100 54%
0,058 46%
0,026 19%

Fuente: Los autores

La oxidacion del rubreno en ausencia o presen-
cia del extracto siguié una cinética de seudo-pri-
mer orden (Fig. 5). La constante de velocidad para
la reaccion control (ausencia de extracto) presen-
ta una constante de velocidad de 1x107% s, mien-
tras que la constante de velocidad en presencia
del extracto es de 3x10* s, esto indica que el
proceso de oxidacion de la molécula modelo (ru-
breno) es mas lento en presencia del extracto, lo
que le confiere propiedades antioxidantes contra
el oxigeno singulete.

Fig. 5. GRAFICO DE Ln(C,/C,) VS TIEMPO (s)
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4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio mues-
tran que el fruto de la especie Syzygium cumini es
una posible fuente de compuestos con potencial
actividad antioxidante contra el oxigeno singulete.
El extracto mostré cantidades apreciables de gru-
pos fenodlicos (alrededor de 8,55 AGE mg/g peso
fruta). La caracterizacion por HPLC-DAD muestra
por lo menos 3 antocianinas de mayor abundan-
cia relativa (la malvidina 3,5-diglucosido, la delfi-
nidina 3,5-diglucoésido y la petunidina 3,5-digluco-
sido). Se evidencia un 60% de desactivacion del
oxigeno singulete, a una concentracion de 0,39
mg/mL a 10 minutos de reaccion.
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