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Resumen

La industria alimentaria genera una gran cantidad de desechos y subproductos a lo
largo de la cadena de produccion; estas fracciones son excelentes fuentes de
compuestos bioactivos como: constituyentes fendlicos, carotenoides, vitaminas y
aceites, con un alto potencial de valorizacibn como nuevos ingredientes
alimentarios. El objetivo de trabajo es evaluar la actividad antioxidante de los
subproductos de mora y aguacate, por el método 2,2-difenil-1-picrilhidracilo o mas
conocido como DPPH; metodologia que permite determinar bioactividad de
muestras de tipo polar. Se utilizaron los subproductos agroindustriales provenientes
de aguacate y mora. El tratamiento preliminar del material vegetal consistié en
secado y molienda en condiciones especificas, la extraccién se realizd6 mediante
ultrasonido utilizando agua como solvente. Los extractos obtenidos se fraccionaron
por cromatografia en columna utilizando como fase estacionaria silica gel y fase
movil: acetato de etilo: acido formico: acido acético y agua en proporcion
100:11:11:26. Por TLC se agruparon fracciones similares y por aspersion de DPPH
al 0,05% se evidenciaron de manera preliminar las fracciones activas. Finalmente,

con la medicién cuantitativa por DPPH, se encontré6 un porcentaje de actividad



captadora de radicales libres correspondiente a 10.6 + 0.2 % para cascara de
aguacate, 13.0 = 0.1 % para semilla de aguacate y 18.5 £ 0.3 % en las semillas de
mora, lo cual al compararse experimentalmente con la actividad captadora del
flavonoide Rutina (34.4 £ 0.2 %) permite evidenciar el potencial antioxidante de las
fracciones obtenidas. Los resultados de actividad biolégica encontrados en los
residuos de frutas no comestibles muestran ser una fuente importante para la

extraccion de compuestos de interés para la industria cosmética y farmacéutica.
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Abstract

The food industry generates a large amount of waste and by-products throughout
the production chain; These fractions are excellent sources of bioactive compounds
such as: phenolic constituents, carotenoids, vitamins and oils, with a high potential
for valorization as new food ingredients. The objective of the study is to evaluate the
antioxidant activity of blackberry and avocado by-products, by the method 2,2-
diphenyll-picrylhydracil or better known as DPPH; methodology that allows to
determine bioactivity of polar type samples. Agroindustrial byproducts from avocado
and blackberry were used. The preliminary treatment of the vegetal material
consisted of drying and grinding under specific conditions, the extraction was done
by ultrasound using water as a solvent. The obtained extracts were fractionated by
column chromatography using as a stationary phase silica gel and mobile phase:
ethyl acetate: formic acid: acetic acid and water in a ratio of 100: 11: 11: 26. By TLC,
similar fractions were grouped and, by spray of DPPH at 0.05%, the active fractions
were preliminarily evidenced. Finally, with the quantitative measurement by DPPH,
a percentage of free radical scavenging activity was found corresponding to 10.6 +
0.2% for avocado peel, 13.0 £ 0.1% for avocado seed and 18.5 + 0.3% for blackberry
seeds, which, when compared experimentally with the activity of the Rutin flavonoid
(34.4 £ 0.2%), shows the antioxidant potential of the fractions obtained. The results

of biological activity found in the residues of inedible fruits show to be an important



source for the extraction of compounds of interest for the cosmetic and

pharmaceutical industry.
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INTRODUCCION

Hoy en dia el avance en el desarrollo de
las industrias produce una alta cantidad
de subproductos, a consecuencia de esto
es necesario una implementacion de
técnicas o métodos que nos permitan
aprovechar de una manera positiva estos
productos; en la producciéon de los
alimentos, ademas del producto deseado,
se generan grandes cantidades de
residuos catalogados como deshechos
por que no cumplen con la norma para ser
comercializados [1].

En Colombia las empresas generan
importantes cantidades de residuos no
comestibles, debido a que reutilizar o
disponer de la manera correcta los
subproductos les generan un alto costo,
por lo que implementar un plan que
aporte una mejor utilizacion de estos
subproductos, no lo consideran como la
mejor opcién, por esto se les hace mas
facil descartarlos en la basura que
finalmente van a rellenos sanitarios

aportando al aumento de desperdicios.

En el pais, alrededor del 70 % (en peso)
de las frutas y verduras se convierten en
subproductos 0 no comestibles, debido,
entre otros aspectos, a las précticas
indebidas, retos asociados a la cadena de
distribucion de frio o un transporte

inadecuado que dafa los frutos [2].

La mora y el aguacate poseen una gran
cantidad de metabolitos como son los
polifenoles y dentro de estos los
flavonoides que gracias a su estructura
quimica se convierten en productos
altamente beneficiosos y activos para el
hombre. En las cascaras, semillas del
aguacate y bagazo de la mora se
encuentran vitaminas, antioxidantes y
minerales, que sugieren que los residuos
organicos son una Optima materia prima
para la fabricacion de productos
farmacéuticos 'y cosméticos. Los
compuestos fendlicos han mostrado una
amplia variedad de  actividades
bioldgicas: antioxidante, antimicrobiana,
antiinflamatoria, inmunomoduladora,
antiviral, antiproliferativa, antimutagénica,
anticarcinogénica, acciones

vasodilatadoras, y prevencion de



enfermedades coronarias y desordenes
neurodegenerativos [3]. Los flavonoides
se utilizan como suplemento alimenticio
para animales y humanos, ingredientes
de bebidas refrescantes y confites,
desodorizacion, desinfeccion, inhibidores
de trombosis, antiinflamatorios,
inhibidores de cancer, antialérgicos,
edulcorantes y antioxidantes. Al igual que
los flavonoides, los carotenoides también

poseen esta propiedad antioxidante [4].

A pesar de que los subproductos son una
fuente importante de compuestos que
pueden ser de interés por sus

propiedades biologicas, todavia en
muchas industrias se descartan como
desechos y no se aprovechan de manera
Optima. Una alternativa, frente a ésta
problematica es el desarrollo de
ingredientes, implementando inicialmente
técnicas de caracterizacion que permitan
conocer la composicion quimica de los
subproductos y mas adelante poder
incorporar dichos ingredientes en la
elaboracion de alimentos y productos
farmacéuticos para uso humano o
veterinario, lo cual se convierte en una
oportunidad para aquellas empresas que
realizan una separacion adecuada de los

residuos que generan, garantizando asi

el aprovechamiento sostenible de los

recursos.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Las frutas frescas de la mora y el
aguacate son recolectadas del mercado
local. Antes de las extracciones, se utiliza
1 Ib de frutas de la mora las cuales se
almacenan en el refrigerador a -18°C
para mantener inactivas las reacciones
enzimaticas que pueden ocurrir, hasta su
uso posterior. Las frutas de mora
congeladas se muelen en la licuadora
para obtener un puré que posteriormente
se usa para las extracciones. De igual
manera para la otra preparacion se usan
5 aguacates Hass los cuales previamente
se separan en 3 fracciones (pulpa,
cascara y semilla) de las que se usan dos

dltimas Unicamente.
Sustancias quimicas y reactivos.

A continuacién, se presentan los
solventes utilizados en el proceso acido
formico 85%, acido acético glacial,
acetato de etilo, metanol, agua, Silica gel

y 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH).



Lavado de las muestras

Se limpia con abundante agua el material
recolectado del subproducto de aguacate
con el fin de retirar los residuos de pulpa
gue puedan quedar adheridos a él. Del
mismo modo se procede a lavar el

bagazo de la mora recolectado.

El material vegetal se extiende en
bandejas metalicas cubiertas con papel
kraft, para posteriormente llevarlas a la
estufa e iniciar con el procedimiento de

secado.
Secado

Sobre una bandeja metalica cubierta con
papel kraft se coloca el material vegetal,
para ser introducido en la estufa
(MERMER) a una temperatura de 40°C.
El material vegetal se deja por un tiempo
de 3 dias, hasta observar que el material
esta totalmente seco y garantizar que no

existan residuos de agua en él.

Molienda

Se utiliza un molinillo (JATA) para el
proceso de molienda, aqui se procura
dejar el tiempo suficiente hasta que se
logre observar un tamafio de particula
adecuado (casi polvo). El material se

retira del molinillo y se deposita en un

beaker; se almacena en un lugar seguro,
seco y fuera de la luz, para luego en dias

posteriores proceder a la extraccion.

Extraccion de compuestos fendlicos

Se pesa 5,0 g del material previamente
secado y molido en la balanza analitica
(precisa); en tubos falcon se adicionan los
5.0 g de ambas muestras y se completa
con etanol a 50 mL. En un agitador orbital
se agita cada muestra por 2 minutos. La
extraccion se realiza por triplicado en un
equipo de ultrasonido de 70 W de
potencia y 40 kHz de frecuencia, se usa
como solvente agua a una temperatura
de 40°C, las muestras se sumergen en el
bafio de ultrasonido; se dejaran en el
equipo por 5 minutos. Posteriormente el
extracto se filtra a través de un papel filtro

banda negra.

Los extractos se dejan en la estufa a 50°C
para que el solvente se evapore en su
totalidad.

Caracterizacion del extracto.

Antes de hacer la caracterizacion del
extracto, las muestras de cascara y
semilla del aguacate y las muestras de

mora se rotaevaporan en un



rotaevaporador (Heidolph) en las
siguientes condiciones: 70 rpm, 40°Cy 86
mbar. Este procedimiento garantiza que
eliminarse

el solvente pueda

completamente.

Con el fin de separar e identificar los
metabolitos presentes en los
subproductos vegetales se
utiliza cromatografia de columna;
utilizando como fase estacionaria silica
gel y metanol y como fase
movil los siguientes solventes acetato
de etilo: acido formico: acido acético y
agua en las proporciones (100:11:11:26).
De este proceso se obtiene un total de 3

fracciones de la mora y 4 de aguacate.

Estas fracciones que se obtienen se
rotaevaporaron a 70 rpm y a una

temperatura de 46.9°C.

Por otro lado, se realiza cromatografia en
capa fina (TLC) de los extractos de mora
y aguacate, se aplica el extracto de mora
y aguacate en la placa utlizando el
reactivo de rutina con una pureza de =
94% como patrén de referencia

(estandar).

Luego de la aplicacion se introduce la
placa en la cAmara cromatografica que

contiene como fase modvil Acetato de

etilo: Metanol: Acido acético: Agua
(100:11:11:26).

Se retira la placa cuando alcance el limite
del solvente. En una luz ultravioleta a 365
nm se observa la muestra y se mide los

Rf de cada componente.

Evaluacion de la actividad captadora
de radicales libres de extractos

vegetales.

La actividad captadora de radicales libres
de los extractos se evalua mediante la
metodologia descrita por JaeMin Lee, et
al. (2017) con ligeras modificaciones. La
estabilizacion del radical DPPH se calcula

mediante la siguiente formula:

%Decoloracion = 1. (Am.Abm/Ab
DPPH) *100

RESULTADOS

La actividad captadora de radicales libres
de los extractos de mora y aguacate fue
medida espectrofotométricamente
utilizando el DPPH, un radical libre
estable de coloracion violeta en solucion
radiacion

metandlica que absorbe

fuertemente a 517 nm y contiene un



electron desapareado, el cual es
estabilizado en presencia de
antioxidantes primarios, resultando una
decoloracion estequiométrica con
respecto al numero de electrones
donados, de tal manera que la interaccion
de un potencial antioxidante con el DPPH
depende de su conformacion estructural
con requerimientos relacionados con la
presencia de grupos hidroxilo vy
estructuras que soportan el radical libre

recientemente formado [5].

Los resultados del porcentaje de
decoloracion en las muestras de mora y
aguacate se muestran en la siguiente

tabla:

TABLA 1. Resultados de la evaluacion de la
actividad captadora de radicales libres de los
extractos de los subproductos agroindustriales
de mora y aguacate, mediante el método del
DPPH.

% DECOLORACION RUTINA | 34.440

Aguacate | Aguacate | Mora
Céascara | Semilla fraccién 2

% 10,6 13,0 18,5
Decolor

aciéon

SD 0,02 0,01 0,03

DISCUSION

Los compuestos fendlicos cuantificados
en los extractos de las frutas son de gran
importancia debido a que constituyen un
grupo de metabolitos secundarios que se
consideran antioxidantes naturales con
multiples beneficios bioldgicos para el ser
humano, tales como la prevencion de
enfermedades cardiovasculares y
degenerativas [6]. En las cascaras de
aguacate se ha encontrado que los
principales compuestos presentes son en
Su mayoria procianidinas derivadas de
epicatequina. En las semillas de
aguacate se encuentran principalmente:
dimeros de flavanoles, polifenoles y

antocianinas [7].

En las frutas de mora se encuentra una
gran variedad de polifenoles:
antocianinas, flavonoles y &cidos

fendlicos [8].

Los resultados de la medida de la
actividad antioxidante por el método
DPPH se pueden observar en la Tabla 1.
Este ensayo determind que el extracto de
mora tuvo la mayor capacidad
antioxidante con un valor de 18.5 + 0.3 %,

seguido de la semilla de aguacate con un



valor de 13.0 + 0.1 % vy la cascara de
aguacate con un valor de 10.6 £ 0.2 %.
En un estudio reportado recientemente
para un tipo de variedad de aguacate se
encontré que presenta en peso seco
fenoles en su mayoria con actividad
antioxidante: 12.6+0.3 mg/g en base

seca en la cascaray 51.6 + 1.6 mg/g

en la semilla, los contenidos de éstos
compuestos en el subproducto
agroindustrial demuestran el potencial
de aprovechamiento por sus

propiedades antioxidantes [11].

Otro de los subproductos con gran
potencial es el residuo agroindustrial de
la mora, puesto que en sus frutos, antes
del procesamiento se han reportado
1468.71 + 94.53 mg/kg de antocianinas,
129.32 = 7.88 mg/kg de flavanoles y
56.40 + 4.23 mg/kg de elagitaninos,
compuestos reconocidos por su

actividad antioxidante [12].

Los resultados reportados segun
estudios previos realizados tienen una
relacion con los resultados encontrados
experimentalmente, en los que se puede
evidenciar que existe una relacion
directamente proporcional entre el

contenido de polifenoles y la actividad

captadora de radicales libres en los

extractos vegetales.

A partir de esta observacion se puede
inferir que los subproductos de mora
contienen una gran cantidad de
polifenoles en su composicion quimica
los cuales son los responsable de
proporcionar una mayor actividad
captadora de radicales a diferencia de los
subproductos de aguacate, por lo tanto se
puede confirmar que los subproductos de
mora van a presentar un comportamiento
mas eficaz como antioxidante en
comparacion con los subproductos del

aguacate.

Por otro lado la rutina como compuesto
de referencia, es un flavonoide que en las
condiciones experimentales se
encontraba puro, por lo tanto presenté
una mayor actividad captadora de
radicales libres en los andlisis que se
realizaron a diferencia de los valores
reportados de los extractos debido a que

no hay presencia de interferencias.

Sin embargo con el analisis por el método
DPPH no podemos asegurar que los
subproductos de mora tengan una
capacidad antioxidante mayor en
comparacién con los subproductos de

aguacate ya que este ensayo presenta



una gran desventaja al interpretar los
resultados cuando se tienen sustancias
cuyo espectro de absorcion se solapa con
el del radical; adicionalmente el DPPH es
un radical estable, centrado en nitrogeno,
que dista mucho de parecerse a las
especies reactivas de importancia
biolégica; de hecho muchos antioxidantes
gque reaccionan rapidamente con
radicales peroxilo no lo hacen asi con
DPPHe, debido al impedimento estérico
que representa la estructura quimica que
rodea al radical, lo cual hace que
sustancias pequefias generalmente
muestren una mayor actividad. Por otro
lado la exposicién de los subproductos al
medio ambiente también  pueden
conducir a la pérdida de actividad
antioxidante debido a la degradacion del

compuesto durante el proceso.
CONCLUSIONES

La actividad antioxidante de los
extractos de los subproductos de mora'y

aguacate se logra evidenciar mediante

la evaluaciéon de la actividad captadora
de radicales libres utilizando el método
del DPPH, donde los resultados
demuestran que los componentes
fenolicos presentes en los subproductos
son fuertes agentes estabilizadores de

radicales libres.

Se logr6 identificar que los extractos del
subproducto de mora presentan una
mayor actividad captadora de radicales
libres en comparacion a los extractos de
aguacate, esto se explica con relacién al
mayor contenido de polifenoles,
especialmente antocianinas que estan

presenten en esta fuente vegetal.

Este estudio representa un soporte inicial
en la obtencion de ingredientes de interés
en la industria farmacéutica, cosmética o
de alimentos y abre la posibilidad de
realizar estudios y ensayos adicionales
gue permitan entender su potencial real
como ingredientes funcionales y asegurar
su calidad para la incorporacién en

productos para el consumo humano.
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