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Resumen

Abstract

Resumo

Seis pulpas de frutas tropicales de origen
colombiano: curuba (Passiflora tripartida
var. Mollissima), gulupa (Passiflora edulis
Sims), aguacate variedad Hass (Persea
America Mill), lulo (Solanum quitoense
Lam.), tomate de arbol (Cyphomandra
betacea Sendt) y uchuva (Physalis peruviana
L) fueron empleadas para realizar el estudio
del contenido total de fenoles, por el

método de Folin Ciocalteu y la actividad
antioxidante por los métodos quimicos:
DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazilo) y

FRAP (poder antioxidante para reducir
iones férricos), y por los métodos bioldgicos:
oxidacion de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) e inhibicién del estrés oxidativo

sobre el crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae. Se encontr6 que el extracto de
curuba presento el mayor contenido total de
fenoles con un valor de 683,48 + 18,48 mg
equivalentes de acido galico/100 g muestra
B.H. (Base Himeda). En cuanto a los ensayos
de actividad antioxidante el extracto de
aguacate presentd mayor actividad por el
método DPPH con un valor de 165,10 + 4,36
pmol Trolox/100 g muestra B.H., mientras
que el extracto de curuba present6 la mayor
actividad antioxidante por el método FRAP
con un valor de 148,07 + 12,07 pmol Trolox/g
muestra B.H. En el ensayo de oxidacién

de LDL los extractos de curuba y uchuva
presentaron la mayor capacidad de inhibicién
en la oxidacién de dichas lipoproteinas con
un valor de 1,61 + 0,01 y 1,46 + 0,06 nmol
TMP (Tetrametoxipropano)/g muestra B.H.,
respectivamente. En el ensayo de inhibicién
del estrés oxidativo sobre el crecimiento de S.
cerevisiae los extractos de aguacate, curuba

y gulupa tuvieron el mayor efecto protector
obteniéndose una concentracion celular de

Six pulp extracts of tropical fruits from
Colombia: banana passion fruit (Passiflora
tripartida var. Mollissima), gulupa (Passiflora
edulis Sims), avocado (Persea americana
Mill.), lulo (Solanum quitoense Lam.), tomate
de arbol (Cyphomandra betacea Sendt.), and
gooseberry (Physalis peruviana L.) were used
for studying the total phenolic content by the
Folin Ciocalteu method and the antioxidant
activity by the chemical methods: DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and FRAP
(ferric ion reducing antioxidant power), and
by the biological methods: oxidation of low
density lipoproteins (LDL) and inhibition of
oxidative stress on Saccharomyces cerevissiae
growth. It was found that banana passion
fruit extract showed the highest content of
total phenolics, with a value of 683.48 + 18.48
mg equivalents to gallic acid/100 g fresh
weight (EW.). Regarding the antioxidant
activity the avocado extract exhibited the
highest activity in the DPPH assay, with a
value of 165.10 + 4.36 pmol Trolox/100g E-W.
whereas the banana passion fruit extract
showed the highest antioxidant activity by the
FRAP method, with a value of 148.07 + 12.07
pmol Trolox/g EW. In the LDL oxidation
assay the extracts from banana passion fruit
and gooseberry presented the greater ability
to inhibit the oxidation of those lipoproteins,
with a value of 1.61 + 0.01 and 1.46 + 0.06
nmol TMP (Tetrametoxipropane)/g EW,,
respectively. In the assay of inhibition of
oxidative stress on S. cerevissiae the avocado,
banana passion fruit, and gulupa extracts
exhibited the main protective effect and the
obtained values for cellular concentration
were 1.96 x107 cells/mL, 1.86 x 107 cells/
mL, and 1.54 x 107 cells/mL, respectively,

as compared to 0.99 x 107 cells/mL found

Seis polpa de frutas tropicais da Colombia:
maracuja (Passiflora tripartite Mollissima
var.), Gulupa (Passiflora edulis Sims),

Hass abacate (Persea América Mill), lulo
(Solanum quitoense Lam.), tomate de drvore
(Cyphomandra betacea Sendt) e uchuva
(Physalis Peruviana L) foram utilizados para
o estudo do teor total de fenol pelo método
de Folin-Ciocalteu e actividade antioxidante
por métodos quimicos: DPPH (2,2-difenil-2-
picrilhidrazilo) e FRAP (poder antioxidante
de reduzir ides férricos), e métodos
bioldgicos: a oxidagao de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) e inibi¢do de estresse
oxidativo no crescimento de Saccharomyces
cerevisiae. Os resultados sdo encontrados no
extrato tiveram o maior teor total maracuja
de fendis com um valor de 683,48 + 18,48 mg
equivalentes o acvido galico/100 g amostra de
acido BH (Base imida). Quanto a atividade
antioxidante testes abacate extrato apresentou
maior atividade com o método DPPH

vale 165,10 + 4,36 umol Trolox / 100g de
amostra BH, enquanto o extrato de maracuja
apresentou a maior atividade antioxidante,
método FRAP com um valor de 148,07 +
12,07 umol Trolox/g amostra BH. No ensaio
de oxidagio de LDL e extrai maracuja e
uchuva teve a maior capacidade para inibir

a oxidagdo de lipoproteinas estes com um
valor de 1,61 + 0,01 e 1,46 + 0,06 nmol

TMP (tetrametoxipropano)/g BH amostra,
respectivamente. No ensaio de inibi¢do

de estresse oxidativo no crescimento de S.
cerevisiae de extratos de abacate, maracuja

e gulupa tinha o maior efeito protector
sendo obtido uma concentracio de células
de 1,96 x107 células/mL, 1,86 x 107 células/
ml e 1,54 x 107 células/mL, respectivamente,
em comparacdo com aqueles encontrados
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Introduccion

Colombia es un pais con un gran potencial para el suministro de frutas
y hortalizas ya que su posicion geografica y sus condiciones ambientales
(altura y temperatura) permiten producir una gran variedad de estos
productos perecederos cuya produccion, a nivel econémico, genera una
demanda considerable (1). Actualmente el consumo de frutas tropicales
esta relacionado con el aporte de nutrientes y de compuestos multifun-
cionales necesarios para mejorar la salud humana.

Las frutas tienen altos niveles de aceptacion tanto frescas como pro-
cesadas debido a sus caracteristicas sensoriales y nutricionales; ademads
pueden considerarse como fuente de nuevas materias primas con po-
tencial aplicacién en la industria farmacéutica, cosmética, alimentaria
y agropecuaria (2).

Gracias a la descripcion nutricional de las frutas se ha encontrado que
estas contienen diversas clases de compuestos entre los que se encuentran
antioxidantes como: dcidos fenélicos, antocianinas, carotenoides, flavonoi-
des, vitamina C y vitamina E, por consiguiente la inclusiéon de una mayor
proporcion de estos productos alimenticios en la dieta permite la preven-
cién enfermedades cronicas (3). Para determinar si un extracto es promi-
sorio en términos de estos compuestos, inicialmente se evaltian extractos
del material vegetal por ensayos de actividad antioxidante, para luego aislar
e identificar en el extracto los fitoquimicos encargados de esta actividad
(4). En el estudio de la actividad antioxidante se realizan diferentes ensayos
con el fin de comparar y determinar los diferentes resultados con respecto
a un extracto. Estos andlisis experimentales son especificos para el tipo de
compuestos con actividad antioxidante, hidrofilica o lipofilica.

En el presente estudio se realiz6 la evaluacion de actividad anti-
oxidante por los métodos quimicos DPPH y FRAP y por métodos bi-
olégicos de oxidacion de LDL y curvas de crecimiento de Sacchamyces
cerevisiae en extractos de curuba (Passiflora tripartida var. Mollissima),
gulupa (Passiflora edulis var. Sims), aguacate variedad Hass (Persea
americana var. Mill), lulo (Solanum Quitoense var. Lam), tomate de ar-
bol (Cyphomandra betacea var. Sendt) y uchuva (Physalis peruviana var.
L). Se emplearon unicamente las pulpas de las frutas en estado madu-
ro, pues, es en este estadio en el que las mismas presentan las mejores
propiedades organolépticas para el consumidor; para determinar si la
pulpa estaba madura se siguieron los lineamientos de la Norma Técnica
Colombiana para andlisis de frutas NTC-1291.

Materiales y métodos
Material vegetal

Las frutas seleccionadas para el estudio fueron: curuba, gulupa, agua-
cate, uchuva, tomate de arbol y lulo. Su origen fue comercial y segtin su
variedad se seleccionaron en estado maduro, el cual se evidencid inicial-
mente por las caracteristicas organolépticas tales como color, tamaiio,
forma y consistencia. En todos los casos, excepto en la uchuva, fueron
separadas las semillas y paredes duras para obtener la pulpa. Parte de la
muestra fue utilizada inmediatamente para la determinacion de indice
de madurez y el material restante fue almacenado a -80 °C durante 4
dias, luego fue liofilizado, molido y almacenado a -80 °C para el andlisis
de actividad antioxidante.

Determinacion del indice de madurez

El procedimiento comprendié dos pasos fundamentales: determinacién
de la acidez titulable (AT) por el método descrito en la Norma Técnica
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Colombiana 4623 y cuantificacion de sélidos solubles totales de acuerdo
a los lineamientos de la Norma Técnica Colombiana 4264. En los dos
casos las medidas fueron realizadas por triplicado (n=3).

Extraccion de compuestos con actividad antioxidante

Los extractos empleados para evaluar la actividad antioxidante fueron
obtenidos de la siguiente manera: de cada fruta se pesaron 100 mg de
pulpa liofilizada y se adicionaron 2 mL de etanol 50 % v/v, esta mezcla se
agit6 durante 30 min a 50 °C y posteriormente se centrifugd a 5000 rpm
durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se recuper6 y fue almacenado
a 4 °C. Sobre el “pellet” obtenido de la centrifugacion se adicionaron 2
mL de acetona 70 % v/v, luego se agitd durante 30 min a 50 °C, se cen-
trifugé a 5000 rpm durante 10 min a 4 °C y se mezclé el sobrenadante
con el extracto anterior. La mezcla resultante se almacend a 4 °C, este
procedimiento se repiti6 tres veces (5). El extracto se agité en vortex
por 30 s y se almacend a -80 °C hasta el momento de los analisis de ac-
tividad antioxidante. Las extracciones se realizaron por triplicado para
cada fruta (n=3).

Contenido total de fenoles por el método de Folin
Ciocalteu

Para llevar a cabo la cuantificacion del contenido total de fenoles se
empled el método espectrofotométrico de Folin Ciocalteu (1). Este
método consistié en mezclar 750 pL del reactivo de Folin diluido al
10 % v/v'y 100 pL de cada una de las soluciones patrén de la curva de
calibraciéon de 4cido gélico o de los extractos etandlicos diluidos 1:1
con agua, excepto el extracto de curuba, que se empled diluido 4:1
v/v con agua destilada. La mezcla resultante se agité en vortex du-
rante 30 s y se dej6 a temperatura ambiente durante 10 min. Luego se
adicionaron 750 uL de una solucién de carbonato de sodio (Na,CO,)
al 6 % p/v en agua, se agité en vortex durante 30 s y se incub6 a tem-
peratura ambiente en oscuridad durante 90 min. Finalmente se midio
la absorbancia a 765 nm. La curva de calibracién se realiz6 con acido
galico en un rango de concentracién final de 12 a 190 pg/mL. La con-
centracion de fenoles se expresé como mg de acido galico/100 g de
fruta B.H. El ensayo se realiz6 por triplicado (n=3) para cada uno de
los extractos de frutas.

Ensayos de actividad antioxidante por métodos
quimicos

Método DPPH

Para llevar a cabo este ensayo se prepard una soluciéon de DPPH 0,1 mM
en etanol, 5 mL de esta solucién se incubaron a temperatura ambiente
durante 7 min y luego se midi6 la absorbancia a 515 nm. El valor ob-
tenido correspondi6 a la absorbancia inicial. La curva de calibracion se
construy?d adicionando 500 uL de soluciones patrén de Trolox en etanol
en concentraciones de 2 a 70 uM, 870 pL de etanol y 130 pL de solucién
de DPPH (6). Estas soluciones se incubaron a temperatura ambiente
en oscuridad durante 10 min y luego se midié la absorbancia de cada
solucion a 515 nm. Las muestras se analizaron de la misma manera utili-
zando 130 pL de solucién de DPPH, 870 pL etanol y 500 pL del extracto
etandlico. Cada una de estas soluciones se agit6 en vortex durante 30 s y
se incubd a temperatura ambiente en oscuridad durante 1 h. Se midié la
absorbancia en un espectrofotémetro de UV-visible Thermo Scientific a
515 nm y los resultados de los extractos fueron interpolados en la curva
de calibracién. Los resultados se expresaron como pmol Trolox/100 g de
fruta B.H. Las mediciones fueron realizadas por triplicado (n=3) para
cada extracto de fruta.



Método FRAP

El reactivo FRAP se prepar6 de la siguiente manera: se mezclaron 2,5
mL de una solucién de TPTZ 10 mM en HC1 40 mM y 2,5 mL FeCl3 20
mM en agua, se agitaron en vortex hasta obtener una solucién de color
azul, posteriormente se adicionaron 25 mL de buffer de acetatos 300
mM pH 3,6. Se tom6 1 mL del reactivo FRAP, se incub6 a 37 °C durante
5 min y se midi6 la absorbancia inicial del reactivo a 593 nm. Las curvas
de calibracion se realizaron utilizando Trolox en etanol en un rango de 2
a 50 uM, y el orden de adicion de las soluciones fue el siguiente: 900 pL
del reactivo FRAP, 90 pL de agua y 30 uL de las soluciones de la curva
de calibracién. La mezcla resultante se agitd en vortex durante 1 min, se
incub¢ a 37 °C durante 5 min y se midi6 la absorbancia final a 593 nm.
Las muestras fueron procesadas de la misma forma adicionando 30 uL
de la dilucién al 50 % v/v de cada uno de los extractos, incubando a 37
°C durante 30 min y midiendo la absorbancia a 593 nm. La actividad
antioxidante por este método se realizé por triplicado (n=3) y se expresé
en umol Trolox/100 g de fruta B.H. (1).

Ensayos de actividad antioxidante por métodos
biolégicos

Ensayo de oxidacion de LDL

La metodologia empleada para evaluar esta actividad antioxidante se
dividi6 en tres pasos fundamentales. El primero consisti6 en extraer las
LDL de plasma sanguineo (7): 25 mL de una muestra de sangre de una
persona adulta que se encontraba en ayunas durante 12 h y que no tenia
hipercolesterolemia se recogieron sobre tubos de vidrio con anticoagu-
lante. Los tubos se agitaron y se llevaron a una temperatura de 2 °C du-
rante 15 min, se volvieron a agitar y se centrifugaron a 5000 rpm a 4 °C
durante 5 min, el sobrenadante que corresponde al plasma se transfirio
volumétricamente a un tubo falcon de 15 mL autoclavado y se adiciono
el reactivo precipitante en relacién 2:1 v/v con el plasma obtenido. El re-
activo precipitante correspondi6 a la mezcla de 4cido fosfotiingstico 500
mM vy cloruro de magnesio 500 mM. El reactivo precipitante y el plasma
se agitaron durante 2 min en vortex y posteriormente se centrifugaron a
3000 rpm a 4 °C durante 10 min, el precipitado correspondi6 a las LDL;
este se llevd a un volumen de 100 mL con buffer de fosfatos 10 mM y 0,16
M de NaCl, pH 7,4. El segundo paso consistié en realizar didlisis sobre
la solucion anterior de LDL (aproximadamente 10 mg/mL), en buffer de
fosfatos salino 10 mM pH 7,4 a 4 °C en la oscuridad durante 24 h (7). Se-
guidamente se llevo a cabo la oxidacion de las LDL que consistié en tomar
115 pL de solucién de LDL, 100 pL de extracto diluido (1:1) con buffer de
fosfatos, 235 L de buffer de fosfatos salino y 50 uL de CuSO , 100 uM, el
cual acttia como oxidante de las LDL. La mezcla se agit6 en vortex durante
2 min y luego se incubd a 37 °C en agitacion durante 24 h. El tercer paso
consistié en detener la oxidacion haciendo pasar las muestras por una
columna de Sephadex G-25, para ello se tomaron 550 pL del eluido, se
adicionaron 500 pL de 4cido tricloroacético (ATA) 25 % p/v preparado en
dcido clorhidrico 0,1 M, luego se agit6 la mezcla durante 1 min. Posteri-
ormente se adicionaron 500 L de acido tiobarbiturico 1% p/v preparado
en NaOH al 0,3 % p/v. Se agité nuevamente en vortex durante 1 min y
se incubd a 95 °C por 1 h en oscuridad. Posteriormente se dejé enfriar
durante 1 h en oscuridad a temperatura ambiente (20 °C) y se centrifugd
a 5000 rpm durante 5 min. Seguidamente se registraron las absorban-
cias a 532 nm. Se realiz6 una curva de calibracion del método de sustan-
cias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) y se utilizé como estandar
1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP) en concentraciones de 0,5 a 10 uM,
este ensayo se realiz por triplicado para cada extracto de fruta (n=3),
los resultados fueron expresados como ug TMP/100 g de fruta (B.H.) (8).

Ensayo de estrés oxidativo sobre Saccharomyces cerevisiae
Este ensayo busca evaluar la capacidad que tienen los compuestos pre-
sentes en los extractos para promover el crecimiento de la levadura cu-

ando es sometida a estrés oxidativo con peréxido de hidrégeno, para ello
se llevo a cabo la siguiente secuencia experimental (9):

a) Preparacion del medio de cultivo: el medio empleado para el cre-
cimiento de la levadura tuvo la siguiente composicion: extracto de
levadura 1 % p/v, peptona 2 % p/v, D (+) glucosa 2 % p/v y agua
mQ estéril 95 % p/v. Este medio de cultivo es conocido como YPD
y fue esterilizado en autoclave durante 30 min a 121 °Cy 103 kPa.

b) Preparacion del indculo: Una solucion stock de Saccharomyces
cerevisiage con una concentracion celular de 4 x 10* células/mL fue
preparada en 75 % p/v de glicerol y 15 % p/v de YPD estéril. Se
realizé un pre-indculo por repique en fase sélida con YPD-agar
estéril y luego se incub6 a 37 °C durante 12 h. Con un asa de pla-
tino esterilizada se extrajo una pequena cantidad de células de la
levadura y se inocularon en 8 mL de YPD estéril, se incubd a 37 °C
en agitacion durante 12 h. Pasado el tiempo de incubacion se real-
iz6 una dilucién 1:10 v/v del indculo, se midié la densidad optica
(D.O.) a 595 nm vy se hall6 el volumen éptimo de cultivo celular
para inocular con los extractos a evaluar.

c) Diseiio experimental para evaluar la actividad antioxidante: Se
realizé el control positivo con acido ascérbico, el negativo sin anti-
oxidante y un blanco unicamente con levadura y medio de cultivo.
Antes de iniciar las medidas de D.O. se dejé inocular la S. cerevisiae
durante 17 h en agitacién a 37 °C con 8 mL de medio cultivo YPD,
25 pL del stock de la levadura, 100 uL de acido ascérbico (control
positivo) y 80 pL de los extracto de las muestras. En el control
negativo y blanco se inocularon inicamente 8 mL de YPD y 25 uL
del stock de la levadura. Terminado este tiempo de incubacion de
la levadura en las diferentes condiciones se midié la D.O. ., esta
fue de 0,300 aproximadamente y correspondié al punto inicial del
periodo de latencia de la S. cerevisiae. Luego se adicionaron 160
uL de perdxido de hidrégeno 1 mM al control positivo, negativo
y extractos a evaluar. Se incubd a 37 °C en agitacién durante 9 h y
se tomaron lecturas cada 30 min. Antes de cada lectura se agitaron
los tubos de vidrio durante 10 s en vértex para asegurar la homo-
geneidad de las células en el medio de cultivo, posteriormente se
tomaron 100 pL de cada ensayo que luego se llevaron a placas de
96 pozos. Antes de cada lectura se realizo agitacion orbital durante
20 s y se tomaron las lecturas de D.O.,, .

Los ensayos fueron realizados en condiciones de esterilidad y los ex-
tractos fueron filtrados utilizando filtros de membranas de nylon estériles
con un didmetro de poro de 0,45 pm. Finalmente para evaluar el efecto

antioxidante de los extractos se realizaron curvas de crecimiento de S.

cerevisiae en cada una de las condiciones. Cada ensayo se realizd por trip-

licado (n=3) y se compararon con respecto al control positivo y negativo
para determinar si existian diferencias estadisticas entre las muestras.

Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se reportan como el
promedio * la desviacién estandar (DS). Se utilizé el programa Stat
Graphics Plus 5.1 para analizar los datos por ANOVA de una sola via.
Para determinar las diferencias significativas entre las frutas se aplicé la
prueba LSD (p <0,05).

Resultados y discusion

Los resultados de la cuantificacién del contenido total de fenoles por el
método espectrofotométrico de Folin Ciocalteu se muestran en la Figu-
ra 1. Los extractos de las pulpas de las frutas fueron ordenados de mayor
a menor concentraciéon de contenido total de fenoles siendo el extracto
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de curuba el de mayor concentracién con un valor de 638,48 + 18,48 mg
equivalentes de acido géalico/100 g muestra B.H. Este resultado es com-
parable con lo encontrado por Contreras et al. (1), quienes reportan para
esta fruta un contenido total de fenoles de 635,00 + 2,71 mg equivalentes
de acido galico/100 g muestra B.H. El aguacate también presenté un alto
contenido total de fenoles, con un valor de 582,96 + 18,83 mg equivalen-
tes de acido galico/100 g de muestra B.H., el cual es comparable con el
valor de 490 + 70 mg equivalentes de acido galico/100 g de muestra B.H.,
reportado previamente para el aguacate variedad Hass (10).

Los compuestos fendlicos cuantificados en los extractos de las frutas
son de gran importancia debido a que constituyen un grupo de metaboli-
tos secundarios que se consideran antioxidantes naturales con multiples
beneficios bioldgicos para el ser humano, tales como la prevencion de
enfermedades cardiovasculares y degenerativas (4). En frutas se ha en-
contrado que los principales compuestos presentes son, en su mayoria,
acidos fenolicos, flavonoides y taninos, no obstante también se han en-
contrado fitoquimicos como vitamina C (4cido ascdrbico), acido félico
(vitamina B) y B-carotenos (provitamina A), lo que permite establecer
que el consumo de frutas incrementa la ingesta de compuestos bioactivos
con multiples propiedades para la salud humana. Una de las frutas am-
pliamente consumida es la naranja en forma de jugo. La fraccion hidrofi-
lica de la naranja se compone principalmente de vitamina C y compues-
tos fendlicos, tales como dcidos hidroxicinamicos (acido ferulico, acido
p-cumadrico, acido sindpico y acido caféico) y flavonoides glicosilados,
especificamente flavanonas (hesperidina y narirutina) (10, 11).

Los resultados de la medida de la actividad antioxidante por el mé-
todo DPPH se pueden observar en la Figura 2. Este ensayo determind
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que el extracto de aguacate tuvo la mayor capacidad antioxidante con
un valor de 165,10 + 4,36 pmol Trolox/100 g muestra B.H., seguido de la
gulupa, uchuva, tomate de arbol, lulo, y curuba. En un estudio realizado
para diferentes variedades de aguacate se encontré que la variedad Hass,
tanto en pulpa como en residuos, tiene la mayor actividad antioxidante
por DPPH, en céscara se reporta un valor de 189,8 + 10,8 pmol Trolox/g
B.H. y en semilla 164,6 + 5,1 umol Trolox/g B.H. (12). Probablemente
esto se debe a la presencia de compuestos de tipo lipofilico como los
carotenoides, tocoferoles y tocotrienoles, los cuales estdn presentes en
mayor proporcion en la pulpa. El aguacate es una buena fuente de com-
puestos bioactivos tales como los dcidos grasos monoinsaturados: oleico,
linoléico y palmitoleico y los esteroles como el B-sitoesterol, estigmaster-
ol y campesterol (12). La presencia de estos y de otros compuestos como
a-tocoferol, carotenoides, clorofilas y flavonoides en el extracto de agua-
cate contribuye a la mayor estabilizacién del radical libre DPPH (10).

El método FRAP se empled para evaluar la actividad antioxidante
en funcién de la capacidad de los extractos para reducir el complejo [Fe
(III) (TPTZ),]*";los resultados encontrados se observan en la Figura
3 donde se muestra que el extracto de la pulpa de curuba presento la
mayor actividad antioxidante por este método, con un valor de 148,07 +
12,07 pmol Trolox/g muestra B.H., cifra comparable con lo encontrado
por otros autores en la misma variedad de curuba (1, 13). Adicional-
mente estos resultados estan directamente relacionados con el conteni-
do total de fenoles presentes en esta fruta, el cual es mayor con respecto
a las otras frutas analizadas.

Se encontro que los extractos de pulpas de frutas de mayor actividad
antioxidante fueron diferentes: en el caso del DPPH es el aguacate y en
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Figura 1. Contenido de total de fenoles en pulpa de las frutas. Los resultados representan el promedio (n=3) + desviacion esténdar. Las letras iguales indican que no hay diferencias

estadisticamente significativas entre las muestras.

180
150
120

a0

B.H.

DFFH
pmol Trolox! 100 g muestra

Agnacate G ulupa

60
0

Uclurva

Tomate de
arbol

Figura 2. Actividad antioxidante por el método DPPH en los extractos de las frutas. Los resultados representan el promedio (n=3) + desviacién estandar. Las letras iguales indican que no hay

diferencias estadisticamente significativas entre las muestras.
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Figura 4. Resultados de TBARS en la oxidacion LDL. Los resultados representan el promedio (n=3) + desviacion estdndar. Las letras iguales indican que no hay diferencias estadisticamente

significativas entre las muestras.
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Figura 5. Perfil de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae con el extracto de aguacate. Cada resultado representa el promedio (n=3) £ desviacién estandar.

FRAP la curuba, debido a que la especificidad de los métodos es dife-
rente, en el primer caso es lipofilica y en el segundo hidrofilica.

Los resultados obtenidos para el ensayo de oxidaciéon de LDL se
pueden observar en la Figura 4. Los extractos que permitieron mayor
inhibicién en la oxidacién de las LDL fueron los extractos de curuba y
uchuva, posiblemente debido a la presencia de compuestos fenoélicos.
Las posibles vias 0 mecanismos que permiten inhibir la oxidacién de las
LDL se dan a través de la captura de radicales libres o quelacion de met-
ales (9). Un aspecto de resaltar en este ensayo de actividad antioxidante
es que estos compuestos también son capaces de inhibir la oxidacién

de las LDL in vivo reduciendo la iniciacién y propagacion de radicales
libres y por tanto minimizando el dafio que se pueda generar a nivel
cardiovascular (8, 15). Actualmente a nivel mundial se recomienda in-
cluir el consumo de frutas dentro de la dieta ya que permiten prevenir
enfermedades crénicas, inflamatorias y cardiovasculares, lo aconsejable
por entidades especializadas en la nutriciéon es consumir al menos 5
porciones 0 400 g de frutas y verduras al dia (15).

En el ensayo de estrés oxidativo sobre S. cerevisiae se evaluaron
los extractos para promover la supervivencia de la levadura cuando
es sometida a estrés oxidativo con H,0,. Los resultados obtenidos en
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este ensayo se muestran en las Figuras 5, 6 y 7, donde se muestran los
perfiles de crecimiento de las levaduras. En este ensayo experimental se
determinaron las principales fases de crecimiento que tuvo la levadura,
la primera fue la etapa de latencia la cual esta entre los 60 y 90 min, la
segunda fue la etapa de crecimiento exponencial que se ubicé entre los
90 y 200 min aproximadamente y por ultimo, la etapa estacionaria se
present6 aproximadamente entre 200 y 600 min.

Se observé un comportamiento particular en la levadura sometida a
estrés oxidativo sin adicién de antioxidantes (control negativo). En este
caso, la concentracion celular no supera la alcanzada por la levadura
sometida a estrés oxidativo con antioxidantes (control positivo); no ob-
stante en el intervalo de 60 a 300 min hay un leve crecimiento exponen-
cial de lalevadura y de los 300 a 420 min se evidencia una caida drastica
en la concentracion de células, para finalmente entrar en una etapa es-
tacionaria donde no se evidencian cambios en el crecimiento. Este perfil
de crecimiento permite deducir que el comportamiento de S. cerevisiae
corresponde a una respuesta inminente de la levadura para sobrevivir
cuando es sometida a estrés oxidativo, se promueve un crecimiento ini-
cial pero con el transcurso del tiempo la supervivencia de la levadura
es minima. A pesar de que S. cerevisige es un organismo eucariota que
tiene en su sistema intracelular enzimas tales como catalasas, peroxi-
dasas y superoxido dismutasas, que disminuyen los niveles de especies
reactivas de oxigeno y minimizan el dano oxidativo (16), el perfil de

crecimiento encontrado, sin adicionar antioxidante, no fue superior en
comparacion con el control positivo y los extractos.

En la Figura 5 se muestra el perfil de crecimiento de la S. cerevisiae
cuando se ha inoculado previamente con el extracto de aguacate. En
este caso se puede evidenciar que hubo una mayor proteccién inducida
por el extracto con respecto a la inducida por el control positivo y el
negativo. En la fase de latencia la concentracién de la cepa fue mayor
en el control positivo con respecto al extracto que contiene aguacate,
mientras que en la fase de crecimiento exponencial se evidencié que el
extracto fue capaz de promover un crecimiento mayor, ademas logro
mantener una concentraciéon de células mayor con respecto a los con-
troles durante la etapa estacionaria. El comportamiento de la levadura
se debe, posiblemente, a que en el extracto analizado hay compuestos
fenolicos y vitamina C, sustancias capaces de proteger las células de la
levadura del estrés oxidativo causado por el peréxido de hidrégeno; en
anteriores estudios ya se ha encontrado que hay una relacion entre la
composicion del extracto y el comportamiento bioldgico sobre mod-
elos celulares (14). Los principales compuestos presentes en la pulpa de
aguacate son procianidinas, catequinas y acidos hidroxicinamicos los
cuales tienen un efecto antioxidante (12).

En la Figura 6 se pueden observar los perfiles de crecimiento de la
levadura con los extractos de las frutas pasiflordceas (curuba y gulupa).
Los extractos de ambas frutas promovieron un crecimiento mayor en
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Figura 6. Perfil de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae con el extracto de curuba y gulupa. Cada resultado representa el promedio (n=3) + desviacion estandar.
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Figura 7. Perfil de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae con el extracto de uchuva, tomate de drbol y lulo. Cada resultado representa el promedio (n=3) + desviacion estandar.

46

Rev. Colomb. Quim. 2014, 43 (3), 41-48.




comparacion con el control positivo y negativo. En la etapa de laten-
cia habia una concentracién celular mayor en el control positivo, pero a
medida que se inici6 la etapa de crecimiento exponencial los extractos
de estas frutas fueron capaces de promover una mayor proteccién sobre
la levadura y la velocidad de crecimiento fue mayor, siendo mas notorio
en el extracto de curuba, lo que puede correlacionarse con su mayor
contenido total de fenoles y su mayor actividad antioxidante (método
FRAP). Finalmente en la etapa estacionaria se evidencié que estos ex-
tractos permitieron mantener una mayor concentracion celular.

En el caso de las frutas de la familia de las solanéceas: lulo, tomate
de drbol y uchuva, los perfiles de crecimiento se pueden evidenciar en
la Figura 7. Se encontré que el crecimiento de las levaduras fue muy
similar con respecto al control positivo. En la etapa de latencia el con-
trol positivo tuvo mayor concentracion celular mientras que en la etapa
de crecimiento exponencial el extracto de lulo sobresale levemente con
respecto a los demas extractos y al control positivo, esto significa que
aunque los extractos de estas frutas no promovieron un mayor creci-
miento, tuvieron un efecto protector similar al control positivo.

Aunque no se conoce con certeza cudles son los mecanismos que
lleva a cabo S. cerevisiae para promover su crecimiento en un medio
de estrés oxidativo, se evidencié que los compuestos presentes en los
extractos de las frutas estudiadas son capaces de estimular las células
a seguir su ruta de crecimiento normal, lo cual quizas esta relacionado
con la capacidad de los extractos para activar o desactivar mecanismo
fisiolégicos asociados a la proteccion de la levadura o con la simple re-
duccién de H,0, (17, 18).

Se realizé6 un ANOVA de una sola via con los valores obtenidos de
D.O.,,. a 300 min, ya que a este tiempo los perfiles de crecimiento celu-
lar mostraron su valor méximo. Los extractos que presentaron mayor
actividad antioxidante (P<0,05), en términos de proteccion celular en
S. cerevisiae fueron los extractos de curuba, gulupa y aguacate; estos no
exhibieron diferencias estadisticamente significativas entre si.

Conclusiones

Los métodos empleados para evaluar la actividad antioxidante brin-
dan un panorama general de los extractos de las frutas estudiadas. Los
extractos mas promisorios por los métodos quimicos (DPPH y FRAP)
son el de aguacate y el de curuba, los cuales también exhiben las mejo-
res actividades antioxidantes por los métodos biolégicos (inhibicién de
oxidacién de LDL y curvas de crecimiento de levaduras). Ademads se en-
contr6 que los extractos de uchuva y de gulupa presentaron una buena
actividad antioxidante por el ensayo de inhibicion de oxidacién de LDL
y por el de curvas de crecimiento. De esta manera, se entiende que los
extractos de aguacate, curuba, uchuva y gulupa son los mas promisorios
para estudiar la composicién de compuestos con actividad antioxidante
y realizar ensayos in vivo de tal manera que se determine su capacidad
real en la proteccion celular.
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