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1. Resumen

El maqui es uno de los frutos con mayor capacidad antioxidante en Sudamérica, siendo
denominado como un superalimento, este es capaz de otorgar efectos beneficiosos a la
salud como ser antidiabético, cardioprotector y ademas, este logra prevenir efectos nocivos
del estrés oxidativo en el cuerpo ayudando en la prevencion de enfermedades del intestino
irritable. Su obtencion afecta altamente los efectos antioxidantes otorgados por los
flavonoides y antocianinas encontrados en el fruto, debido a esto se decidid lograr una
optimizacidn en su extraccion mediante el estudio de 3 solventes utilizados en la industria
(acetona, etanol y metanol) en conjunto con agua, verificando como la polaridad relativa
que poseen los extractos afecta en la cuantificacion de polifenoles y en la capacidad
antioxidante de los extractos mediante el método ABTS* y ORAC. De los resultados
obtenidos se puede evidenciar que las muestras con una mayor polaridad relativa se logra
cuantificar una mayor cantidad de antocianinas como [mg-eqg-cianidina 3 glucdsido/g
extracto] y mientras que para los flavonoides un punto medio de polaridad logra cuantificar
la mayor cantidad como [mg-eq-quercetina 3 glucdsido/g extracto] sin obtener diferencias
significativas para el tipo de solvente utilizado en ambos casos. En cuanto a la capacidad
antioxidante en ABTS ocurre el mismo fendmeno que las antocianinas en donde a una
mayor polaridad relativa se logra una mayor capacidad antioxidante logrando una captacién
mayor para los extractos de acetona con un valor maximo de 77%, pero para los resultados
de ORAC, la relacion no es la misma, debido que a un punto medio de polaridad relativa se
obtiene los mayores valores de capacidad antioxidantes, otorgados por el solvente acetona
en un 50%, seguido por el etanol en un 80%. De los resultados obtenidos se puede observar
que a pesar de que existen diferencias entre los extractos, estas no son significativas, un
este caso el solvente utilizado acetona logro en conjunto los mejores resultados, pero
debido a que es un solvente toxico y nocivo para la salud se descarta y no se recomienda su
uso, obteniendo resultados similares con solventes como etanol y metanol. En este caso los
casos de mayor interés corresponden a las antocianinas y su mayor cuantificacién
corresponde a la mezcla de etanol al 80% y para la capacidad antioxidante mediante ORAC

corresponde a la misma mezcla, siendo el ideal para su extraccion.



Abstract

Maqui is one of the fruits with the greatest antioxidant capacity in South America, being
called a superfood, it is capable of providing beneficial effects on health such as being
antidiabetic, cardioprotective and in addition, it manages to prevent harmful effects of
oxidative stress in the body by helping in the prevention of irritable bowel diseases. Its
obtaining highly affects the antioxidant effects provided by the flavonoids and anthocyanins
found in the fruit, due to this it was decided to achieve an optimization in its extraction
through the study of 3 solvents used in the industry (acetone, ethanol and methanol) with
water, verifying how the relative polarity of the extracts affects the quantification of
polyphenols and the antioxidant capacity of the extracts using the ABTS+ and ORAC
methods. From the results obtained, it can be seen that samples with a greater relative
polarity can quantify a greater amount of anthocyanins expressed as [mg-eqg-cyanidin 3
glucoside/g extract] and while for flavonoids a midpoint of polarity can quantify the greater
amount as [mg-eq-quercetin 3 glucoside/g extract] without obtaining significant differences
for the type of solvent used in both cases. Regarding the antioxidant capacity in ABTS, the
same phenomenon occurs as in anthocyanins, where a greater relative polarity results in a
greater antioxidant capacity, achieving a greater uptake for the acetone extracts with a
maximum value of 77%, but for the results of ORAC, the relation is not the same, because
at a midpoint of relative polarity the highest values of antioxidant capacity are obtained,
given by the solvent acetone at 50%, followed by ethanol at 80%. From the results obtained,
it can be observed that although there are differences between the extracts, these are not
significant. In this case, the solvent used acetone achieved the best results overall, but
because it is a toxic and harmful solvent for health. It is discarded and its use is not
recommended, obtaining similar results with solvents such as ethanol and methanol. In this
scenario, the cases of greatest interest correspond to anthocyanins and their highest
guantification corresponds to the 80% ethanol mixture and for the antioxidant capacity

using ORAC it corresponds to the same mixture, being ideal for extraction.



2. Introduccion.

Aristotelia Chilensis (Mol.) Stuntz, mas conocido como “maqui”, es un arbol autdctono de
los bosques subantarticos de Chile y Argentina (Benedetti, 2012). En chile el maqui se
distribuye desde la regidon de Coquimbo (IV) hasta la regién de Aysén (XI), encontrandolo
incluso en la isla o Archipiélago Juan Fernandez (Fernandez, Doll, & Vallejos, 2019). El fruto
se desarrolla en un arbusto o arbol generalmente pequefio (Fernandez et al., 2019), su fruto
es una baya comestible redonda y pequeia de color purpura intenso, con una pulpa dulce
y con 2 a 4 semillas en su interior (Benedetti, 2012; Salinas & Caballé, 2020). El fruto es
susceptible a sufrir modificaciones quimicas en funcién a su fenotipo, esto segun las
condiciones de maduracién que se encuentra sometida (distintas presiones atmosféricas,
temperatura, condiciones del suelo, entre otras) generando asi variaciones de
componentes especialmente polifendlicos, tanto en las hojas, como en el fruto (Pinto,
Fuentealba-Sandoval, Lépez, Pefia-Rojas, & Fischer, 2022).

En la ultima década se ha reconocido ampliamente el fruto por las caracteristicas quimicas,
gue llaman mucho la atencién frente la necesidad actual de la salud humana, el maqui
destaca principalmente por contener un alto contenido de polifenoles, con una gran
variedad de antocianinas y flavonoides, encontrandose tanto en el fruto como en sus hojas.
Este fruto en conjunto con el calafate se destacan dentro de todos los de Sudamérica por
tener la mayor actividad antioxidante (Fernandez et al., 2019). Dentro de la evidencia
cientifica el fruto es denominado como una “super fruta” (Pinto et al.,, 2022) y
“superalimento (J. E. Brauch, Buchweitz, Schweiggert, & Carle, 2016), debido a la cantidad
efectos benéficos que este tiene para la salud humana, como por ejemplo, Céspedes, El-
Hafidi, Pavon, & Alarcon, (2008) demostrd en ratas in vivo el efecto cardioprotector de
extractos de maqui contra el daifo producido por arritmias, ademds de prevenir los efectos
nocivos en el corazén gracias a la disminucién de la oxidacién de lipidos referida a la
capacidad antioxidante del fruto, otros estudios como el de Rojo et al., (2012) mostraron
como los antioxidantes de las antocianinas del maqui son capaces de tener efectos
antidiabéticos en estudios in-vivo en ratas, mostrando que estas son capaces de regular los

niveles de glucosa en la sangre y la tolerancia a la glucosa en ratas con hiperglicemia y



obesidad dada por una dieta alta en grasas. Machado et al., 2021, logré evidenciar mediante
distintas investigaciones cientificas que los antioxidantes de distintos frutos de América
(incluido el maqui) son capaces de lograr un efecto positivo en las distintas etapas de las
enfermedades de intestino irritable (Enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y colitis
indeterminada) como tratamiento secundario y/o alternativo, debido a que los distintos
compuestos polifendlicos logran generar el mismo o parecido efecto fisiolégico que un
tratamiento convencional, ademas evidencia que estos son eficaces en tratamientos
preventivos de estas enfermedades, teniendo en cuenta las distintas manera de obtener
los compuestos (fruto puro, extraccion, purificacion, entre otros) y la calidad de compuestos
gue se obtiene cada una.

El maqui destaca por su alto contenido de polifenoles, estos son el grupo de sustancias no
enérgicas presentes en los alimentos de origen vegetal, los cuales son bio-sintetizados en
una alta cantidad por el fruto, hojas, tallos y raices, como producto de su metabolismo
secundario. En cuanto a su caracterizacidon quimica, todos los polifenoles presentan en su
estructura al menos un anillo fendlico y sus clases y subclases se definen en funcién a la
cantidad de anillos fendlicos que presentan (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012). Existen
dos categorias en las que se separan los polifenoles, estos corresponden a los flavonoides
que son pigmentos ampliamente distribuidos en el reino vegetal y son compuestos
necesarios para el desarrollo fisiolégico de los vegetales, generando un rol de defensa
frente a agentes agresores externos, ademas de sefializadores quimicos (Quifiones et al.,
2012) y los compuestos no flavonoides, mayormente comprenden alcoholes

monofendlicos, acidos fendlicos y estilbenos (INTA, 2011).
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Figura 1: Estructura bdsica y sustituyentes de las antocianidinas.

El maqui durante los ultimos afios ha ganado mucho interés econdmico y cientifico debido
a su excepcionalmente alto contenido de antocianinas (glucidos solubles parte de los
flavonoides), estos estan constituidas por una aglicona (presentadas en la figura 1), unida a
una azucar mediante un enlace de tipo S-glucosidico. Las antocianinas, le atribuyen al fruto
su potente color purpura demostrado en la figura 2 y por sobre todo su alta capacidad

antioxidante (Brauch et al., 2017; Fernandez et al., 2019).

Figura 2: A la izquierda Fruto Maqui; a la derecha Pulpa de Maqui.

Para la caracterizacién de este fruto, Genskowsky et al., 2016 reporté un Contenido
Fendlico Total (TPC) de extracto de maqui de 49,74 + 0,57 (g GAE kg™?), a la vez también
reportd un Contenido Total de Flavonoides (TFC) de 12,19 + 0,02 (g RE kg™) y un contenido
total de Antocianinas (TAC) de 22,58 + 0,24 (g C-3-GE kg™'). En relacion a estos datos, un alto
contenido de polifenoles va de la mano con una alta capacidad antioxidante, Gironés-
Vilaplana et al., 2014 reporta una capacidad antioxidante ORAC (Capacidad de Absorcion
de Radicales de Oxigeno) de 29,90 + 0,98 hasta 19,18 + 0,29 (mmol ET/100g) en muestras

10



de maqui con distintos tipos de secado (liofilizacion y secado en spray microencapsulado
por atomizacién).

En cuando al andlisis de los extractos de maqui, en la tabla 1 podemos encontrar que
Genskowsky et al., 2016, logré identificar 19 componentes fendlicos de los cuales ocho
corresponden a antocianinas, once no antocianinas. A la vez Gironés-Vilaplana et al., 2014
y Brauch et al., 2017 lograron detectar los mismos ocho compuestos de antocianinas, siento
estos glucidos de la delfinidina y la cianidina, en concentraciones variables en funcién al tipo
de extracto de cada estudio. Las antocianinas derivadas de la delfinidina representan un
aproximado del 66% del TAC segun Genskowsky et al., 2016 y un 82,2% segun Brauch et al.,
2017, siendo la delfinidina-3-glucosido la significativamente predominante entre las
antocianinas, seguido por la delfinidina-3,5-diglucosida y delfinidina-3-sambubosida, sin

tener diferencias significativas entre las Gltimas dos (Genskowsky et al., 2016).

Tabla 1: Perfil de polifenoles (antocianinas y no-antocianinas) del maqui.

Compuesto Concentracion (g/kg DM) Compuesto Concentracion (g/kg DM)
Antocianinas No Antocianinas

Delfinidina-3-sabubiosido-5-glucosido 4,36+0,01 Miricetina-3-galactosido 0,32+0,01
Delfinidina-3,5-diglucosido 7,23+0,04 Miricetina-3-glucosido 0,62 +0,01
Cianidina-3-sabubiosido-5-glucosido 6,89 £ 0,06 Quercetina-galloyl-hexosido 0,12 0,00
Cianidina-3,5-diglucosido 5,36 + 0,05 Quercetina-galloyl-hexosido 0,07 £0,00
Delfinidina-3-sabubiosido 7,06 £0,15 Rutina 0,201 0,01
Delfinidina-3-glucosido 9,48 + 0,25 Acido elagico 0,94 +£0,01
Cianidina-3-sabubiosido 0,73+0,11 Quercetina-3-galactosido 0,17 £ 0,00
Cianidina-3-glucosido 1,24+0,02 Quercetina-3-glucosido 0,07 £0,00
TOTAL 42,35 + 0,08 Dimetoxi-quercetina 0,28 £ 0,00
Miricetna 0,25+0,01
Quercetina 0,06 £ 0,00
TOTAL 3,11+ 0,02

De los compuestos quimicos mencionados, son las antocianinas las que le confieren el
poder antioxidante al maqui (Brauch et al., 2017). Estos actuan captando especies reactivas
de oxigeno (ROS) o especies reactivas de nitrogeno (RNS), basandose en un sistema de oxido
reduccion (C. Zapata & Zapata, 2019). En la salud humana los antioxidantes son capaces de

reducir el estrés oxidativo (generado por radicales libres) y de reducir el efecto de oxidacién
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generado dia a dia por efectos endégenos (metabolizados por el propio organismo celular)
0 exogenos (provenientes de fuentes como humo, dietas no balanceadas, contaminacion
del aire, radiacion UV, entre otros) (Fernandez-Pachdn, Villafio, Troncoso, & Garcia-Parrilla,
2006), en la figura 3 se observa el mecanismo bdsico de reaccion de un antioxidante fendlico

frente a una especie reactiva de oxigeno o radical libre (Angel, Hidalgo, & Rubio, 2018).

W T of
O/ + RO — p O/ﬂ+ ROOH
O/ + RO ——» O/ + ROH

Figura 3: Mecanismo de accion de un antioxidante fendlico frente a una especie reactiva
de oxigeno

Para conocer la capacidad antioxidante que logran entregar este tipo de compuestos, se
han desarrollado distintos métodos de determinacidn de la actividad antioxidante, estos se
basan en comprobar como un agente oxidante, induce un dafio oxidativo a un sustrato
oxidable, dafio que es inhibido o reducido en presencia de un antioxidante a prueba, esta
inhibicion es proporcional a la actividad antioxidante del compuesto. Los métodos
antioxidantes difieren en mayor parte por el tipo de agente oxidante y el sustrato empleado
(Fernandez-Pachoén et al., 2006; Tovar, 2013). La importancia de poder cuantificar esta
actividad, es para darle un valor nutricional a los distintos antioxidante, reconociendo su
Capacidad Antioxidante, para lograr beneficios en la salud humana (C. Zapata & Zapata,
2019).

Dentro de los métodos de evaluacion de capacidad antioxidante se encuentra el método
ORAC (Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno), este método in vitro es el mas
implementado para los analisis antioxidantes debido a su adaptabilidad a la gran
variabilidad de especies radicales. Este ensayo estd basado en la transferencia de atomos
de hidrégenos (HAT) y es altamente sensible, lo que genera mas confianza en su resultado
(Tovar, 2013; C. Zapata & Zapata, 2019). El método ORAC permite cuantificar la capacidad

que tiene de un antioxidante para “apagar o detener” la reactividad de radicales libres,
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particularmente los del tipo peroxilo (los cuales son generados quimicamente mediante
agentes oxidantes como el AAPH, mientras que a nivel in vivo estos radicales serian
generados en los procesos de oxidacion del organismo), este “apagamiento” se evidencia a
través de la inhibicion de la oxidacion de la molécula blanco (fluoresceina). El valor del
ensayo no solo mide el comportamiento antioxidante de las moléculas, sino que también
mide la posible interaccidén entre ellos, como una potenciacidn sinérgica (INTA, 2021). El
mecanismo de reaccién se observa en la figura 4, en donde el agente oxidante (R-N=N-R)
reacciona rapidamente con el oxigeno generando radicales peroxilo (2RO0"), este reacciona
con el medio oxidando la molécula de fluoresceina, generando la pérdida de su
fluorescencia, la incorporacion de antioxidantes (AH) a la solucién logra competir de modo
de evitar la pérdida de fluorescencia. Este cambio en el medio logra cuantificar la cantidad
de medio oxidado frente a la no oxidada, esta diferencia es cuantificada mediante un
fluorimetro basado en la medicién de longitudes de ondas en un tiempo determinado para

la cuantificacién (C. Zapata & Zapata, 2019).

(o)
R—N=N-R — N, + 2RO0O"

ROO" + probe (fluorescent) —
ROOH + oxidized probe (loss of fluorescence)

ROO"+ AH—ROOH + A’

fast

ROO*+ A"— ROOA
Figura 4: Mecanismo de reaccion de un ensayo ORAC

Existen también otros tipos de métodos, no tan exactos como el método ORAC, pero aun
asi altamente utilizados en las investigaciones, uno de estos corresponde al ensayo ABTS**
(Acido 2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico), este se basa en la transferencia de
electrones, mediante una reaccién redox con el oxidante, este tipo de ensayo es aplicable
a antioxidantes del tipo hidrofilicos y lipofilicos ya sea en sustancias puras o en mezclas
acuosas (Tovar, 2013).

La actividad antioxidante concedida por los polifenoles flavonoides y aquellos no

flavonoides, depende principalmente de la presencia de grupos -OH en su estructura, estos
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al estar unidos a un anillo bencénico, confieren al polifenol la habilidad para actuar como
un donante de un atomo de hidrogeno o como un donante de un electrén a un radical libre
(o a otras especies reactivas). A pesar de que no haya evidencia cientifica de que el consumo
de polifenoles sea “esencial” para la conservacién de la salud, numerosos estudios
cientificos se han encargado de evidenciar los beneficios a la salud (INTA, 2011). Este alto
interés ha dado a lugar el desarrollo y perfeccionamiento de su extraccion a partir de
distintas bases alimentarias, incluyendo el maqui (Rubio & Rodriguez, 2018). Solventes
como etanol, metanol, acetato de etilo, acetona y mezclas de estos solventes en conjunto
al agua, son los solventes mas utilizados para poder recuperar polifenoles (Muhlack,
Potumarthi, & Jeffery, 2018). Dentro de la evidencia cientifica, para la extraccion del maqui,
han sido utilizado mezclas de metanol acidificado con HCl a pH 1 (Johanna Elisabeth Brauch
et al., 2017) y a pH de 0,1 (J. E. Brauch et al.,, 2016) , mezclas de metanol y agua en
proporciones de 70:30 v/v (Gironés-Vilaplana et al., 2014) y de 80:20 v/v (Estefania
Genskowsky et al., 2016), entre otros. Para la extraccion de la molécula de antocianina
(polifenol predominante en el maqui), el método de extraccion se enfoca en mantener un
rango de pH bajo para poder ser afin a la molécula y de tener una naturaleza polar para su

extraccioén, debido a la afinidad de esta con el medio (L. Zapata et al., 2014).
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3. Objetivos

a) Objetivo General

Lograr un método de extraccidon éptimo de los compuestos bioactivos fendlicos del
maqui liofilizado mediante tres solventes (etanol, metanol y acetona), a modo de
lograr las mejores condiciones de extracciéon y obtener la mayor capacidad

antioxidante en los extractos generados.

b) Objetivos Especificos:

Caracterizar los extractos mediante su contenido de humedad, actividad de aguay
rendimiento de extraccion.

Cuantificar la cantidad de antocianinas y flavonoides de los extractos de maqui
mediante cromatografia HPLC.

Determinar la capacidad antioxidante de los extractos mediante ORAC (Capacidad
de Absorcidn de Radicales de Oxigeno) y Captacién de Radical ABTS*.

Encontrar el mejor método de extraccién en funcién de la polaridad de los solventes.
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4. Metodologia

Lugar de Trabajo

El proceso de extraccion y caracterizacién del extracto (a excepcion el andlisis de
cuantificacidon de antocianinas y flavonoides mediante HPLC-PDA UV Visible) fueron
realizados en el Departamento de Ciencia y Tecnologia de alimentos de Ia
Universidad de Chile, en el laboratorio de Operaciones Unitarias y en el laboratorio
de Ingenieria y Tecnologia de Procesos Alimentarios, Santiago, Chile.

Los analisis quimicos (capacidad antioxidante ORAC y ABTS) fueron llevado a cabo
en el centro de Investigacién Austral Biotech, (Centro de investigacidon
Biotecnoldgica), Universidad Santo Tomas, Santiago Chile, al igual que la

caracterizacion de las muestras mediante HPLC-PDA UV Visible.

Materia Prima

Para llevar a cabo el proyecto, se obtuvo maqui entero (Aristotelia Chilensis (MOL.)
Stuntz) liofilizado del Fundo Santa Rosa, comuna de Gorbea, Region de la Araucania,
IX Region, Chile. Las muestras fueron almacenadas en un lugar oscuro y fresco a

temperatura ambiente durante el proceso de investigacion.

Metodologia de Extraccién

Para la obtencion del extracto, el proceso se basé en el método utilizado por
Genskowsky, (2015) con ciertas modificaciones.

Se realizd un estudio de extracciones con 3 distintos solventes: Metanol, Etanol y
Acetona, en proporciones de 20%, 50% y 80% del solvente en agua para la extraccion

de los compuestos antioxidantes del maqui previamente liofilizado.
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Tabla 2: Identificacion de los distintos extractos generados a partir de maqui liofilizado y

los solventes necesarios.

Metanol Etanol Acetona
20% Ma/Me:20 Ma/Et:20 Ma/Ac:20
50% Ma/Me:50 Ma/Et:50 Ma/Ac:50
80% Ma/Me:80 Ma/Et:80 Ma/Ac:80

Leyenda: Ma: Maqui; Me: Metanol; Et: Etanol; Ac: Acetona.

- Se pesan 3 gramos de maqui previamente liofilizado, disolviéndolo en 30 ml de
solvente/agua acidificada (HCl al 0,1%), en las proporciones de 20%, 50% y 80%
de solvente de Metanol, Etanol y Acetona mencionadas anteriormente (tabla 2),
la muestra luego es homogeneizada con un ULTRA-TURRAX (homogeneizador
IKA T-25; IKA Staufen, Alemania) a 18000 rpm durante 5 minutos. La muestra se
centrifuga en las condiciones de 3000 rpm durante 7 minutos a 4¢C.
Posteriormente el extracto se filtra de modo de separar aquellas sustancias
solidas en el sobrenadante con filtros Millipore de Polifluoruro de Vinilideno
(PVDF) de 0,45 micrones de tamafio de poro para las muestras de 80 y 50% de
solvente y filtros de policarbonato RTTP de 1,2 micrones de tamafio de poro para
las muestras con 20% de solvente a una presion de 0,2 atm (20 kPa). El extracto
liguido posteriormente es rotaevaporado utilizando un rotavapor R-205 (Buchi,
Flawil, Suiza) durante 1 hora a 502C de modo de separar los solventes presentes
en las muestras. Finalmente se afladieron 10 ml de agua mili-q al extracto con el
fin de poder traspasar el extracto a tubos falcon de 50ml, cuidando de no llenar
mas de un tercio del tubo con el extracto. El extracto fue congelado a -202C por
un minimo de 24 horas para posteriormente ser liofilizado a -522C durante 72

horas a una presion de 500 kPa.
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Pesaje Maqui Adicion de Homogeinizacion

Liofilizado ’ Solventes ’ (18000rpm, 5min)
Rotaevaporacién Centrifugacion
(60min, 50°C, - Filtracién <—— (3000 rpm, 7min,
presion relativa) 4°C)
Congelacion Liofilizacion

S

(-20°C, 24hrs) (-52°C, 72hrs)

Figura 5: Esquema de extraccion y obtencion de extractos.

Metodologia de Caracterizacién del extracto

- Se determina rendimiento de la liofilizacion mediante diferencia de peso de la
muestra antes y después de liofilizar (Ecuacidn 1), actividad de agua (Aw) medida
en Aqualab Serie 4TEV, pesando una muestra de 30mg + 5mg de la muestra
liofilizada, y porcentaje de humedad mediante diferencia por peso seco al
extracto liofilizado, pesando 30mg + 5mg de muestra liofilizada y llevando a
estufa por 24 horas a 1062C (Ecuacion 2). Todos los valores se expresan como

valor medio + DE.

Ecuacion 1: Rendimiento de Liofilizacion.

[P, * 100]

Rendimiento (%) = P
S

Donde:
Ps: Peso en seco maqui liofilizado (g)

P.: Peso extracto Liofilizado (g)
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Ecuacion 2: Humedad de extractos liofilizados.

[Ps * 100]
P

Humedad (%) = 100 —
Donde:
Ps: Peso en seco maqui liofilizado (g)

Pe: Peso post secado en estufa (g)

- Se cuantifican antocianinas y flavonoides del maqui utilizando el quipo
cromatégrafo HPLC-PDA UV Visible (Waters, Alliance 2695), en donde las
condiciones de cromatografia y la gradiente utilizadas se encuentran en la tabla
3y 4 respectivamente, basadas en el método utilizado por Genskowsky, (2015)
con ciertas modificaciones.

Las preparacién de muestras se llevd a cabo pesando un aproximado de 20mg
de extracto liofilizado, disolviéndolo en una mezcla de acido acético (1%) y

acetonitrilo (50:50) con una inyeccién al equipo de 50ulL.

Tabla 3.- Condiciones de Deteccion de Antocianinas y Flavonoides mediante HPLC-PDA

Condicion Caracteristica
Columna C18 (250mm x 4,6mm, 5 micrones)
Fase movil* Ac. Acético 1% (A)/ Acetonitrilo (B)
Flujo 1 ml/min
Tiempo de Corrida 40 min
Volumen de Inyeccion 50 uL
Modo Gradiente

*Ambos solventes utilizados son de grado cromatografico
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Tabla 4.- Condiciones de Gradiente para el Perfil de antocianinas y flavonoides del maqui

mediante HPLC-PDA.

Tiempo (minutos) | Acido Acético (A%) Acetonitrilo (B%)
0 0 100
2 0 100
15 20 80
20 30 70
30 40 60
37 40 60
38 0 100
40 0 100

- Para la cuantificaciéon de antocianinas y flavonoides se utilizaron cianidina 3
glucdsido y quercetina 3 glucésido como estandares de calibracion. El método
fue obtenido por Andrade et al., 2024 (proyecto financiado por el mismo
FONDECYT), utilizando la misma curva de calibracidn para la cuantificacion, para
esto, 0,733 mg del estandar de cianidina fue disuelto en 0,5 ml de acido acético
(1%) en agua, una alicuota de 0,2 ml fue disuelta en 2 ml de la misma solucién
anterior, de modo que de la ultima solucién se tomaron alicuotas de 0,1, 0,2,
0,4, 0,5y 1 ml llevadas a un volumen de 5 ml con la solucién de acido acético en
un matraz dmbar. La autora logré un coeficiente de correlacién lineal R? =
0,9998. Ademas, se obtuvo también la curva de calibracién para la quercetina 3
glucdsido (trabajo no publicado), en este caso 2 mg del estandar fueron disueltos
en 2 ml (1:1, acetonitrilo:acido acético 1%), se tomaron alicuotas de 0,02, 0,04,
0,06, 0,1, 0,16 y 0,2 llevando a un volumen final de 2 ml en matraz ambar con
acido acético al 1 %. En este caso se logrd un coeficiente de correlacién lineal

R%=0,9995.
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Anadlisis de capacidad Antioxidante

a)

Captacién del Radical ABTS:

- Generacion del Radical ABTS™: Se realizo una solucién de 7mM de reactivo
ABTS (2,2-Azino-bis (3-etilbenzotizolina-6-sulfonico)) pesando 77,6mg del
reactivo disolviendo en 20ml de agua miliq, posteriormente se afladen 13,2 mg
de Persulfato de Potasio (K;S:0s), logrando una concentracion de 2,45mM. La
solucién es homogeneizada en un frasco ambar cubierto con papel aluminio y
dejando reposar a una temperatura de 32C durante 12 a 16 horas en la oscuridad
(Re et al., 1998). Posteriormente se diluyd la solucidn del radical en Etanol al 20%
en razon de 1:10, logrando estabilizar el radical en el tiempo, finalmente se
diluyo la solucién con Etanol al 20% hasta obtener una absorbancia de 0,72 +
0,03 a una lectura de 732 nm en un lector de placas Infinite M200 pro, TECAN.

- Evaluacion de Capacidad Antioxidante: La evaluacién se realiza en una
microplaca de 96 pocillos transparente, en donde se utilizan 20 uL de muestra
por triplicado, disolviendo 50 ulL del extracto liofilizado (previamente disuelto en
una concentracion de 1mg/ml en las proporciones de los solventes iniciales del
extracto) en 950 ul de la proporcidn de solvente utilizada inicialmente y ademas
se utilizan 200 uL de radical ABTS previamente disuelto en Etanol al 20%.
Posteriormente la placa se incuba a temperatura ambiente durante 7 minutos y
finalmente se realiza su lectura de absorbancia a 732 nm en un lector de placas
Infinite M200 pro, TECAN.

Se realiza una curva de calibracion de 8 puntos con TROLOX en concentraciones
de 0,0125 a 0,0875 ug/uL (considerando 7 puntos dentro de esas
concentraciones) y ademas considerando uno de los puntos como blanco o
control que solo contenga etanol al 20%. La placa es llenada de la misma manera,
en donde se llenan por triplicado 20 uL de los 8 puntos de la curva de calibraciéon
del trolox en la placa y luego se afiaden 200 ul del radical ABTS, la placa se deja
incubar por 7 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se realiza la

lectura de la absorbancia a 732 nm en lector de placa Infinite M200 Pro, TECAN.
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Los resultados son expresados en porcentaje de inhibicién de la captacion del
radical ABTS, capacidad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC-ABTS del inglés

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) en umol/mg de muestra en base seca.

b) ORAC (Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno):
El método ORAC de Ou, Hampsch-Woodill, & Prior, 2001 fue modificado para su
uso en este estudio. El método consiste en realizar en primer lugar un buffer
fosfato (PBS) 75mM a pH de 7,40 + 0,04, pesando 2,1187 gr de Fosfato de Sodio
Dodecahidratado (Na;HPO412H,0) y 0,5278 gr de Fosfato de Sodio Dihidratado
(NaH;P042H,0) diluyendo en 250ml de agua milig.
Se debe realizar una curva de calibraciéon pesando 5mg de TROLOX (6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico), solubilizando con 1ml de Etanol
puro y aforando con agua milig en matraz aforado dambar de 10ml.
Posteriormente se realizan diluciones de Trolox tomando 10, 20, 30, 40, 50, 60
y 80 uL de la solucién llevando a un volumen total de 1000 uL de PBS y
preparando un ultimo punto como control o blanco sin la adicién de Trolox y
solo PBS.
Las muestras del extracto liofilizado previamente solubilizado en las
proporciones de solvente iniciales son llevadas a 4 diluciones distintas
encontradas en la tabla 5.

Tabla 5.- Diluciones de las muestras para su andlisis en método ORAC

Dilucién A B C D
Concentracién 1/25 1/50 1/100 1/150
ul 50 (muestra) 100 (A) 100 (A) 100 (A)
ulL PBS 1200 100 300 500

La evaluacion se realiza en microplaca FLATBLACK de 96 pocillos agregando 150
uL por pocillo de fluoresceina al 0,003uM disuelta en buffer y 25ul por triplicado

de cada punto de la curva de calibraciéon del Trolox mas el blanco, ademas de 25
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uL de muestras diluida (A, B,Cy D) por triplicado en la placa (total de 6 muestras
distintas por placa mas las diluciones para la curva de calibracion de Trolox),
posteriormente la placa se incuba por 25 minutos a 379C y una vez transcurrido
el tiempo se afiaden 25ul en cada pocillo de radical AAPH a 96mM (se pesan
137,17mg de radical AAPH (2,2'-Azobis[2-methyl-propionamidine]
dihydrochloride) llevando a volumen de 5ml de PBS). Finalmente se mide la
intensidad de la fluorescencia cada dos minutos durante dos horas a longitudes
de onda de excitacidon de 485nm y emisidn a 520nm a una temperatura de 372C
en un lector de placas Infinite M200 pro, TECAN. Los resultados son expresados
en umol eq-Trolox/g extracto, capacidad antioxidante equivalente a Trolox por

gramo de extracto en base seca

Analisis Estadistico

Se realizo un analisis de Varianza (ANOVA Multifactorial) para evaluar las diferencias
estadisticamente significativas entre los resultados obtenidos para su analisis mediante el
programa estadistico Statgraphics Centurion Version 19.6.03, se considerd un estudio de
dos variables la concentracién del extracto y el tipo de extracto frente a la respuesta de los

resultados obtenidos en duplicado.
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5. Resultados y discusiones.

Polaridad Relativa de los solventes utilizados
En el grafico 1 se pueden observar las distintas polaridades relativas de las mezclas
de los solventes con agua en las proporciones de 20%, 50% y 80% respectivamente

y de los solventes puros a modo de comparacion entre ellos.

Grdfico 1.-Polaridad relativa de los solventes y la mezclas de estos con agua.

1.0

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

20% 50% 80% 100%
Mezcla de solventes

BAGUA ®mMETANOL mETANOL ™ ACETONA

De los resultados, se puede rescatar que a medida que aumenta la cantidad de
solvente (etanol, metanol y acetona), va disminuyendo la polaridad relativa de la
mezcla y a la vez disminuyendo en funcién de la polaridad de cada tipo del solvente.
El metanol es el que tiene una mayor polaridad que el resto de 0,762 seguido del
etanol y finalmente la acetona con valores de 0,654 y 0,355 respectivamente, debido
a esto es que se tomo la decision de trabajar con estos tres solventes, de modo de
poder tener un rango de polaridad relativa lo suficientemente amplio para poder
observar de distintos puntos cual es el mejor método de extraccion, un punto alto

de polaridad (metanol), un punto medio (etanol) y un punto bajo (acetona).
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Ecuacidn 3: Ponderacion de la polaridad relativa.

P. = (X, * Polaridad,) + (Xg * Polaridadg)

Donde:

Pr: Polaridad Relativa

Xa: Fraccion molar del solvente A
Polaridada: Polaridad del solvente A
Xg: Fraccidon molar del solvente B

Polaridads: Polaridad del solvente B

En donde, a medida que la mezcla de solventes contenga un mayor porcentaje de
agua, tendra una mayor ponderacién de polaridad relativa, debido a la polaridad de
agua, siendo esta 1,0. Los distintos andlisis realizados en este estudio se visualizaron
en funcién de la polaridad, de modo de ver si es posible que las diferentes
polaridades relativas de las mezclas de solventes utilizados tiene algun efecto sobre
los extractos de maqui y como esto puede ser utilizado en la industria para el uso de

farmacéuticos.

Caracterizacion de los extractos de maqui.

a) Rendimiento, Humedad y Actividad de Agua:

Para poder realizar la caracterizacion de los distintos extractos de maqui en primer lugar
se calculd el rendimiento de la liofilizacion de las muestras, variando de un total de
40,50% a 48, 36%, siendo el dato de menor valor la muestra de Ma/Et:20 y la de mayor
rendimiento Ma/Ac:20 expresado en tabla 6, en donde no hay diferencias significativas
entre las muestras analizadas, lo que indica una liofilizacion uniforme entre los
extractos, sé calculé una perdida promedio de 44,9 + 3,03% entre todos los extractos
de maqui al momento de liofilizacidn. El mayor rendimiento de la liofilizacion tuvo una
relacidn inversa en funcidén a la polaridad del solvente utilizado, hubo una tendencia de

mayor rendimiento en el solvente de menor polaridad (muestras con acetona) y mayor
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contenido de agua (80%). De modo de continuar con la caracterizacion de los extractos
de maqui, se cuantifico el porcentaje de humedad y ademas su actividad de agua. Los
porcentajes de humedad dentro de los extractos varian de un minimo de 15,5%
(correspondiente a la muestra de Ma/Ac:80) y un maximo de 23,71% (correspondiente
a la muestra de Ma/Et:20) de humedad luego de la liofilizacidn, con un promedio de
22,02 *+ 3,27% en todas las muestras, entre las muestras no existen diferencias
estadisticamente significativas, por lo tanto se considera un humedad uniforme entre
las muestras, Guerrero, 2016 realiza la comparacién entre los resultados obtenidos en
su investigacién y la publicacion de Genskowsky (2015), obteniendo resultados muy
variables de extracto liofilizado de maqui con valores de 11,15% a 0,74%, la diferencias
entre los tres distintos estudios se deben principalmente a la temperatura de
liofilizacion, tomando valores de -80, -52 y -102C y ademas al tipo de muestra en estudio,
en donde, si existe un mayor proceso de trituracién del fruto o de su materia prima
inicial, el contenido de agua luego de la liofilizacion, tiende a disminuir, esto es debido
a que en los procesos de homogenizacién, la fuerza ejercida (mecanica o manual) es
capaz de romper las membranas celulares, de modo que en un paso posterior de secado
el agua en solucidn es facilmente extraible segln el método. Por ultimo, la actividad de
agua (Aw) que se registré corresponde a un minimo de 0,27 (correspondiente a la
muestra de Ma/Et:80) y un maximo de 0,31 (correspondiente a la muestra de
Ma/Ac:50), con un promedio de 0,28 + 0,01 sin haber diferencias significativas entre las
distintas muestras, en este caso, la actividad de agua tiene una relacion con la polaridad
de los solventes, en donde a medida que aumenta la polaridad, aumenta la actividad de
agua de los compuestos, al igual que ocurre en el caso de la humedad de los

compuestos, pero no necesariamente asi con el rendimiento de liofilizacion.

26



Tabla 6.- Caracterizacion de extractos de maqui y sus resultados de rendimiento, actividad
de agua y humedad

Muestra Rendimiento (%) Aw Humedad (%)
Ma/Ac:20 48,36 + 8,10° 0,27 £0,01° 22,84 +0,482
Ma/Ac:50 46,50 £ 1,55 0,31+£0,02° 19,16 £ 1,072
Ma/Ac:80 47,42 + 1,862 0,27 £ 0,012 15,53 £ 8,02°
Ma/Me:20 48,19 + 0,68 0,28 £ 0,062 27,49 + 9,882
Ma/Me:50 45,35 £ 0,84° 0,30+0,02° 22,86 £ 0,202
Ma/Me:80 44,10 + 11,252 0,29 £ 0,002 23,09 t 3,542
Ma/Et:20 40,70 £ 3,63° 0,29 +0,03° 23,71+ 2,562
Ma/Et:50 42,99 £ 2,63° 0,28 £0,01° 21,49 + 2,282
Ma/Et:80 40,50 £ 4,77° 0,27 £0,01° 22,01 +£2,392

Valores expresados en promedio + desviacion estandar, Letras distintas en las columnas
indican diferencias significativas, p<0,05.

De los datos anteriores, podemos visualizar que el tipo de solvente o la concentracién
de este mismo en el proceso de extraccion no afecta en la caracterizacidn del extracto,
es decir su cambio no altera significativamente la humedad, su actividad de agua vy el
rendimiento de la liofilizacién, en donde, finalmente las diferencias que se encuentran
se deben a factores propios de cada extracto y ademas de factores externos, como
ambiente, debido a que las condiciones de cada extraccion se mantuvieron

estandarizadas.

b) Cuantificacién de Flavonoides y Antocianinas

Mediante cuantificacion en HPLC-UV-Visible se logré determinar el area total bajo la
curva de las muestras, siendo estas cuantificadas como antocianinas y flavonoides,
expresados como miligramos equivalentes de Cianidina-3-glucésido y Quercitina-3-
glucésido respectivamente, por mililitro de extracto y por gramo de extracto. Este
ultimo dato se logré cuantificar gracias al estudio hecho por Andrade et al., 2024, estd
basado en el mismo tipo de extracto y logra diferenciar las muestras por mililitro de
extracto y por gramo de extracto para fines comparativos, obteniendo una densidad de
0,477 (g/ml).

Del andlisis mediante HPLC-UV-Visible se lograron obtener los cromatogramas

expuestos en la figura 5. En el grafico 2 y 3 se pueden apreciar las diferencias entre cada
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muestra en funcién a los flavonoides y antocianinas respectivamente. En cuanto al
grafico 1, la menor cuantificacion de flavonoides se presenta en la muestra de
Ma/Me:20, mientras que las mayores dos corresponden a Ma/Et:50 y Ma/Ac:50. En
cuanto a la cuantificaciones de los flavonoides se puede ver una tendencia que las
muestras con menor contenido de solvente (20%) contienen una menor cantidad de
antocianinas, pero no es correlativo a los solventes con mayor porcentaje, siendo las
muestras de 50% de solvente y 50% de agua las cuales tuvieron una mayor
cuantificacion, aunque solo se puede marcar como una tendencia ya que las diferencias

entre estos datos no son significativas.
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Figura 6: Cromatograma de extracto de Ma/Me:20 de Flavonoides (1) y Antocianias (2).

En cuanto a la cuantificacién de antocianinas esta fue mas de 5 veces mayor a la
cantidad de flavonoides en promedio, cuantificados como [mg-eq de cianidina-3-
glucosido/ml extracto] y [como mg-eq de quercitina-3-glucosido/ml extracto]
respectivamente. En el grafico 2 se aprecia una mayor cantidad de antocianinas en el
extracto con 80% de metanol como solvente, seguido por etanol con 50% como solvente
de extraccion, segun el disefio de ANOVA multifactorial (figura 7) se puede visualizar
gue no existen diferencias significativas en el uso de distintos solventes, pero si en Ia

concentracién en la que se encuentra este en el extracto, encontrando datos
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significativamente mayores para un porcentaje de 50% y 80%, cuantificando un nimero
mayor de antocianinas, aunque el escenario no es el mismo para los flavonoides, en
donde no existen diferencias ni entre el tipo de solvente ni la concentracién de estos en

el extracto.

Grdfico 2.- Cuantificacion de flavonoides del maqui, expresados como mg eq-quercetina-3-

glucosido/ml extracto.
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Letras distintas en las filas indican diferencias significativas, p<0,05.
Grdfico 3.- Cuantificacion de antocianinas del maqui, expresados como mg eq-cianidina-3-
glucdsido/ml extracto.
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Letras distintas en las filas indican diferencias significativas, p<0,05.
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Figura 7: Andlisis de ANOVA multifactorial de dos factores para las antocianinas y el tipo

de solvente y su concentracion, obtenida de Statgraphics.

En la tabla 7 se ponen en comparacién la cuantificaciéon de antocianinas y flavonoides
de los extractos en gramos de extracto, visualizando asi que el solvente que entrega
mayor cuantificacion es el metanol en un 80% para las antocianinas, seguido del etanol
en proporciones de 50% y 80% respectivamente.

Genskowsky et al., 2016 utilizé el mismo método de extraccion descrito para la muestra
con solvente de 80% de metanol y agua acidificada, obteniendo extractos de maqui con
altas cantidades de antocianinas y casi inexistentes cantidades de compuestos No-
Antocianinas, siendo aproximadamente 10 veces mayor el contenido de ambos,
expresado como g/Kg DM o mg/g, a pesar de ser el mismo tipo de extracto, las
diferencias se pueden encontrar debido a método de identificacién y curvas utilizadas
en ambos métodos HPLC-UV-Visible, en donde la metodologia se ajusté mas al tipo de
muestras utilizadas, los resultados de otros autores se correlacionan con los datos de
Genskowsky, Rojo et al., 2012, realizd la cuantificacion de antocianinas de un extracto
mediante metanol al 70% y agua sin acidificar obteniendo contenidos de 39,5 (mg eq-
cianidina 3 glucdsido/g) y por ultimo (Vega & Mufioz, 2017) realizé una cuantificacidon
de antocianinas de un extracto de maqui obtenido mediante agua acidificada (0,1% de
HCL v/v) cuantificando 1,00+0,01 mg eq-cianidina 3 glucésido/ml extracto, siendo este
dato aproximadamente 2,5 veces menor a lo cuantificado en este estudio. El tipo de

extraccion afecta directamente sobre las antocianinas utilizadas, en este caso se logra
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visualizar que el uso de solventes como etanol y metanol logra obtener mayores valores

de antocianinas que utilizando solo agua.

Tabla 7.-Resultado de concentracion de Flavonoides y Antocianinas promedio para los
extractos de maqui

Concentracion de Antocianinas (mg eg- Concentracién de Flavonoides (mg eq-
Muestra cianidina-3-glucdsido/g extracto) quercetina-3-glucdsido/g extracto)
Ma/Ac:20 4,23 + 0,06° 0,77 £ 0,10°
Ma/Ac:50 5,10+ 0,213 1,00 £ 0,03
Ma/Ac:80 5,48 +0,172 0,82 + 0,40P
Ma/Me:20 4,03 £0,45° 0,68 +0,01°
Ma/Me:50 5,13 £ 0,902 0,78 £ 0,14°
Ma/Me:80 5,56 + 0,452 0,92 + 0,02°
Ma/Et:20 4,64 +0,92° 0,78 + 0,15°
Ma/Et:50 5,48 + 0,092 0,93 £0,01°
Ma/Et:80 5,04 £ 0,982 0,91+0,13°

Valores expresados en promedio + desviacidn estandar, letras distintas en las filas y
columnas indican diferencias significativas, p<0,05.

Andlisis de Capacidad Antioxidante
Debido a que un solo método de andlisis para la capacidad antioxidante puede no
determinar una tendencia en los resultados, debido al tipo de variabilidad que posee
cada uno y su sensibilidad de deteccidn, para este anadlisis se realizaron dos analisis:
- Captacion del radical ABTS*
- ORAC (Capacidad de Absorcidon de Radicales de Oxigeno)

a) Captacion del Radical ABTS*:

Se cuantificé el porcentaje de captacion del radical ABTS*, para las nueve muestras
de maqui en duplicado, para el método descrito anteriormente.

En el grafico 4, se pueden apreciar las diferencias entre el porcentaje de capacidad
antioxidante en funcion del solvente y la proporcién utilizada, en donde las mezclas
de acetona contienen valores significativamente mayores que las muestras de

etanol y metanol, obteniendo valores sobre el 60% y cercano a un 80% de captacion
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del radical por los polifenoles cuantificados anteriormente para los tres tipos de

solventes de acetona.

Grdfico 4.- Capacidad antioxidante mediante captacion del radical ABTS* (%) para los
distintos solventes y extractos
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Grdfico 5.- Relacion entre capacidad antioxidante mediante ABTS y polaridad relativa de
las muestras
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b)

Del grafico 5 se puede observar la relacién de polaridad relativa de las muestras y su
capacidad antioxidante segun el método ABTS, en este caso se observa que a medida
qgue disminuya la polaridad de las muestras, se logra obtener una mayor capacidad
de retencién del radical ABTS* en donde los extractos con acetona lograron valores
significativamente mayores que los extractos de etanol y metanol, siendo estos
ultimos los extractos mas polares y con los menores resultados de captacién de
radical ABTS*. Otros autores han indicado un nivel de captacion mdaxima cercano a
los obtenidos en este estudio con valores de 85,940,6, 95,7+0,9 y 97,61+0,94 %
(Cespedes et al., 2017; Lillo, A.; Carvajan-Caiconte, F.; Nufiez, D.; Balboa, N.; Alvear,
2016) para extractos de maqui obtenidos con metanol acidificado y etanol
acidificado respectivamente, en ninguno de los casos anteriores se utilizd acetona

como el solvente de extraccion.

ORAC (Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno):

Como se revisé anteriormente dentro de los distintos métodos de capacidad
antioxidante el método ORAC es uno de los mas utilizados debido a su adaptabilidad
y a su asertividad en cuanto a la actividad antioxidante, en este estudio se
sometieron las muestras al analisis de capacidad antioxidante mediante ORAC
utilizando como agente oxidante APPH y los antioxidantes naturales del maqui en
distintas concentraciones para poder confirmar si hay o no una capacidad
antioxidante frente al APPH (agente oxidante). Los resultados se encuentran
expuestos en el gréfico 6, en donde el valor mayor de capacidad antioxidante
corresponde a la muestra de Ma/Ac:50 y la menor corresponde a Ma/Me:50 con
resultados de 457,1 + 40,9 y 358,4 + 24,3 (umol-eq-Trolox/g extracto)
respectivamente, en este caso no existen diferencias significativas entre las
muestras en la cantidad de umol-eqg-Trolox/g extracto, tanto para el tipo de solvente

ni para su concentracién (20, 50 y 80%).
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Grdfico 6.- Capacidad antioxidante mediante método ORAC para los distintos solventes y
extractos
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De la literatura, se pueden encontrar resultados similares en funcion a la capacidad
antioxidante medida por el método ORAC expresados en la tabla 8. El tipo de
muestra utilizada en los estudios es un gran diferenciador en la capacidad de
oxidante obtenida, para los resultados de maqui fresco, se encontraron valores
mayores que para el fruto seco (por liofilizacién y atomizacién) y mediante extractos
obtenidos en este estudio, Rodriguez et al., 2016 realizd un tratamiento de secado
por conveccion a temperaturas de 40, 50, 60, 70 y 802C teniendo una pérdida de la
capacidad antioxidante de aproximadamente un 30% (valor no cuantificado por
autores), solo encontrando una menor perdida en las muestras sometidas a mayor
temperatura (60, 70 y 802C) con una capacidad aproximada de 400 umol-eqg-
trolox/g. En el estudio de Girones-Vilaplana las muestras de maqui liofilizado (dos
muestras distintas) y maqui secado por atomizacién, presentan valores bajos en
comparacion a las otras muestras, siendo el tipo de tratamiento dado la posible

pérdida de capacidad antioxidante, sobre todo posible exposicion a la luz a lo largo
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de su procesamiento. Los datos obtenidos podrian indicar que una optimizacién en
el proceso de extraccion del maqui podria aumentar los valores de capacidad
antioxidante, de modo que se logre a la vez cuantificar una mayor cantidad de

polifenoles.

Tabla 8: Comparacion de la capacidad antioxidante mediante método ORAC

Capacidad Antioxidante

Gironés-Vilaplana et al., 2014

Fuente Tipo de Muestra Utilizada
(umol-eq-Trolox/g extracto bs)
Rodriguez et al., 2016 Maqui fresco 599,5+ 16,8
Maqui liofilizado 299,0+9,8
Maqui liofilizado 268,0 £ 16,4

Magqui Secado por atomizacién y

181,8+2,9
microencapsulado
Extractos de maqui en agua acidificada
Este Estudio (0,1% HCL) y solventes (acetona, etanol, 457,1+40,9 - 358,4+ 24,3

metanol) en proporciones de 20, 50 y 80%

En el grafico 7 se logra ver la relacion entre la capacidad antioxidante y la polaridad
relativa de los extractos en estudio, en este caso un punto medio de polaridad logra
obtener los mejores resultado de capacidad antioxidante, mientras que una mayor
polaridad relativa (cercana a 1) obtiene los menores valores de capacidad
antioxidante, la molécula que mayor capacidad otorga al maqui corresponde a la
antocianina, esta corresponde a una molécula del tipo polar (Muhlack et al., 2018) ,
teniendo una alta interaccién con el agua, en este caso una disminucion en la
polaridad relativa logra una mayor capacidad antioxidante, yendo de la mano con la
cuantificacion de antocianinas vista anteriormente en donde el metanol y el etanol

en un 80% lograron cuantificar una mayor cantidad.
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Grdfico 7.- Relacion entre capacidad antioxidante mediante método ORAC y polaridad
relativa de las muestras.

ORAC [umol eg-trolox/g muestra]

475
2 ® Ma/Ac:50
S 450
‘5 ® Ma/Et:80
3 Ma/Et:20
o ®
= 400 ® Ma/Ac:80
o / ®Ma/Ac:20
(]
—= [ ] :
g - Ma/Et:50
S Ma/Me:50
° ®
350 Ma/Me:20
0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95 1

Polaridad Relativa

Valores expresados en promedio + desviacion estandar, letras distintas indican diferencias significativas
entre las muestras (p<0,05)

En la figura 7 se logra ver la relacion mediante una anova multifactorial entre la
capacidad antioxidante mediante el método ORAC y el tipo de solvente utilizado y
la concentracion en que se encuentra el solvente, para que un resultado sea
significativo las rectas de la figura deben estar separadas de sus correlativas, en este
caso no hay separacion de ninguna recta, lo que indica que no existen diferencias
significativas ni para el tipo de solvente utilizado o para la concentracién en la que

se encuentra el solvente.

36



Grafico de Interacciones

a0 F 3 CONCENTRACION
C J|— 20
450 [ 4|1== ﬂ
430 3
= - ]
= oaw [ -
=} r ]
390 | -
3 | -
350 ]
ACETONA ETANOL METANOL
SOLVENTE

Figura 8: Andlisis de ANOVA multifactorial de dos factores para ORAC y el tipo de solvente
y su concentracion, obtenida de Statgraphics.

37



6. Conclusiones

Se logré obtener un método de extraccién 6ptimo de los compuestos fendlicos del maqui
(flavonoides y antocianinas), logrando asi las mejores condiciones de extraccion para
cuantificar estas y para obtener la mayor capacidad antioxidante. Esto fue mediante la
caracterizacion de los extractos mediante las variables expuestas (humedad, actividad de
agua, rendimiento, cuantificacion de antocianinas y flavonoides mediante HPLC-UV-Visible
y capacidad antioxidante mediante método ABTS y ORAC).

De estos resultados obtenidos se puede observar que a pesar de que existen diferencias
entre los extractos, estas no son significativas, en este caso el solvente utilizado acetona
logro en conjunto los mejores resultados, pero, debido a que es un solvente no
recomendado para su uso en alimentos, o en este caso especifico para nutracedticos, a
partir de esto, se lograron obtener resultados similares con solventes como etanol y
metanol a excepcidn de la capacidad antioxidante mediante el método ABTS*. En este caso
los resultados de mayor interés en el estudio y para el fruto en cuestidn corresponden a las
antocianinas y su mayor cuantificacidén corresponde a la mezcla de etanol al 80% y para la
capacidad antioxidante mediante ORAC corresponde a la misma mezcla, siendo esta el ideal

para su extraccion.
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