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RESUMEN antioxidant capacity a positive association forfalits
was found. All extracts showed a protective effect
Se estudiaron seis cascaras de frutos del oadicde against oxidative damage on human erythrocytedegrea
Citrus reticulata x Citrus paradise, Mangifera indica, than that of green tea (p < 0.01). Furthermore, the
Citrus sinensis, Psidium guajava, Citrus grandis and extracts were tested for its antimicrobial activitying

Citrus aurantifolia. Las infusiones preparadas fueron paper disc diffusion and the dilution broth method,
comparadas en cuanto al contenido de polifenoleglpo  exhibiting moderate inhibition of human pathogenic
método de Folin Ciocalteu y a sus propiedades bacteria.

atrapadoras de radicales, mediante dos métodos Key Words: Citrus fruit, Mangifera indica, Psidium
diferentes (hemdlisis inducida por AAPH y DPPH). Al  guajava, antioxidant and antibacterial, activities.
correlacionar el contenido polifendlico con la czigad

antioxidante se encontré una asociacion positiva pa INTRODUCCION

todos los frutos en estudio. Los extractos mostrano

efecto protector del dafio oxidativo sobre eritaxit El uso de plantas medicinales como remedios natural
humanos superior al té verde (p < 0.01). Ademdss a para prevenir y curar varios tipos de patologiisréin

extractos se le ha probado la actividad antimienwdi de comunidad en comunida@l propésito de la ciencia
mediante la difusién de papel del disco y el métddo en la blsqueda de compuestos con actividad
dilucién en caldo, exhibiendo la inhibicion modeaate antioxidante y nuevos antibiéticos depende del
bacterias patdgenas humanas. conocimiento de estas plantas medicinales y sus
Palabras Clave Frutas citricas,Mangifera indica, extractos. Por muchos afios, la medicina ha dependid
Psidium guajava, actividades antioxidante y  de del uso exclusivo de hojas, flores y cortezatade
antibacteriana. plantas; sélo recientemente se han generado estudio

referentes al uso medicinal de los frutos y laca@s
ABSTRACT de estos.

Segun la OMS, una planta medicinal es “toda especie
Six fruits peels of Pica oasis were studigtitrus vegetal en la que todo o una parte, esta dotada de
reticulata x Citrus paradise, Mangifera indica, Citrus actividad farmacol6gica que puedan ser usadas para
sinensis, Psidium guajava, Citrus grandis and Citrus propdsitos terapéuticos o como percusores parasgint
aurantifolia. Infusions were compared in terms de drogas”. Hasta la actualidad cerca del 30 % @ dea

antioxidant capacity with Folin-Ciocalteu methoddan las drogas farmacolégicas modernas son derivadas
free radical scavenger properties, using two dffier directamente o indirectamente de plantas. El valor
methods (AAPH and DPPH-induced haemolysis). Upon comercial de varias drogas y derivados farmacétieo
correlating the polyphenolic contents with the
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bosques tropicales en el mundo esta proyectaddden 2
billones de délares al afto.

Las enfermedades infecciosas continian siendo el
objetivo mayor para las instituciones de salud,
compafiias farmacéuticas y gobiernos de todo el mund
(cerca de 50000 muertes cada dia), especialmentel co
creciente incremento de resistencia por parte de
bacterias patdégenas.

Por otro lado, la ingesta de frutas y vegetales est
asociado con bajas
degenerativa’ Estos efectos protectores estan asociados
a los compuestos antioxidantes que contienes los
alimentos, frutas de climas tropicales y sub- tal@s.

radiacion solar o el ataque de herbivoros. En oadale
estas situaciones ambientales existe un comportémie
metabdlico diferente que condiciona la produccida y
variabilidad de los metabolitos secundarios. Dewufeo
estos metabolitos, los compuestos polifendlicoggne

un rol preponderante en practicamente todas las
interacciones de la planta con su entorno. Es asi g
individuos de una misma especie que crecen en
diferentes medios tienen variaciones en la sintiEssus

incidencias de enfermedades compuestos fenolicos. Por lo tanto, la produccién d

polifenoles esta afectada por los incrementos de
temperatura, las radiaciones UV-B y la falta desggu
El objetivo de este trabajo es determinar la atdigti

Hay muchos estudios sobre la accion de compuestos antioxidante y antibacteriana de frutos del oasifita

fendlicos en alimentos que previenen el céancer y
enfermedades cardiachs.Estos compuestos son
preferentemente oxidados en el medio biol6gico y
funcionan como nutrientes antioxidantes, protegeaid
organismo contra el estrés oxidativo.

El oasis de
Atacama, en donde las plantas y frutos se caraateri

Pica esta situado en pleno desierto de

para su posterior incursion en la industria alitaeny
la posibilidad de desarrollar nuevos fitofarmacos.

MATERIAL Y METODOS

Colecta de las frutasLas frutas: Tangelo (hibrido inter

por estar expuestos a altos indices de radiacion y especifico deCitrus reticulata con Citrus paradise)
temperatura, que los hacen poseedores de mecanismodMango (Mangifera indica), Naranja Citrus sinensis),

antioxidantes muy desarrollados como medida
protectora frente a su medio ambiente. Existerofast
abidticos y bidticos que generan situaciones déssn

las plantas, como la falta de agua, la exposicida a

Guayaba Psidium guajava), Pomelo Citrus grandis) y
Limoén (Citrus aurantifolia) fueron colectadas a 114
kilbmetros al interior de lquique, en el oasis =P

Tabla 1. Resumen de las 5 plantas analizadas culdas en el oasis de Pica

Familia Nombre Cientifico Nombre
comun
Rutaceae Citrus reticulata x Citrus paradise Tangelo
Rutaceae Citrus sinensis Naranja
Rutaceae Citrus aurantifolia Limén
Rutaceae Citrus grandis Pomelo
Anacardiaceae Mangiferaindica Mango
Myrtaceae Psidium guajava Guayaba

Liofilizacion. Las frutas frescas, se pelaron y las
céscaras se congelaron por 2 dias, a una temgecatar
oscila entre 0 y 4° C. Se llevaron a un liofilizadwarca
Virtis Benchtop K., mediante ciclos de congelacién-
evaporacion, elimindndose la totalidad del aguaelib
contenida en el producto original. El liofilizadwef
guardado en frascos ambar hasta su uso.

Obtencion de los extractos acuososas céscaras de
los frutos en estudio, fueron molidas en un morterse
pesaron en una balanza analitica marca Sartoridelmo
MC210S, 2 g de cascaras frescas y liofilizadas por
separado en un vaso precipitado. Se le agregdé 200 m

1% que se almacenaron a temperatura de 0 a 4° C en
frascos &mbar hasta su uso.

Determinacién de la actividad atrapadora de
radicales libresSe utilizaron soluciones metandlicas de
DPPH marca SIGMA, a una concentracién de 20mg/L
de extractos acuosos de cascaras frescas y daasasca
liofilizadas al 1%. Como control se utilizé unausfon

de Té verde 1%. (2 g disueltos en 200 mL de agua).

Una vez preparadas las soluciones se agitaron en un
vortex MIXTER modelo VM 300, se dejaron incubar
por 30 minutos en un bafio termorregulado marca
Fisatom modelo 102, con agitacion, y posteriormesge

de agua hervida calentado en un bafio termorreguladorealiz6 la lectura de las absorbancias a 517 nmren

marca Fisatom modelo 102, dejandola reposar por 3
minutos. Se filtr6 en caliente, obteniéndose soles al

modelo
realiz6 por

espectrofotémetro
Thermoespectronic.
quintuplicado.

Genesys-2

El ensayo se
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Determinaciéon de polifenoles totalesSe prepararon

dejaron a 37° C en un bafio termo-regulado Julabo SW

soluciones de &cido galico marca Riedel-de Haén, a 22 con agitacidon constante a 200 rpm por 3 h@es.

concentraciones de 0, 50, 100, 150, 250 y 500 ppm,
agregando 0, 1, 2, 3, 5y 10 mL de la soluciongmat
un matraz, y aforAndose a 100 mL con agua destilada

determiné la absorbancia de cada solucién a 54@mm
un equipo Genesys-2 modelo Thermoespectronic.
Determinacion de la actividad antibacteriana.Para

Una vez preparadas las soluciones se agitaron en unevaluar la actividad antibacteriana de los extsacto

vortex MIXTER modelo VM 300 y se dejaron a 20° C

vegetales, las cepas fueron sembradas previamante e

durante 1 hora. Se determind la absorbancia de cadaagar Tripticasa de Soya Merck, (24 horas antesgo

blanco en un
modelo

solucion a 760 nm contra el
espectrofotdmetro Genesys-2
Thermoespectronic.

Obtencion de los glébulos rojos. Se extrajeron 5 mL

se picaron de 3 a 5 colonias y se inocularon enstub
conteniendo 3 mL de caldo Tripticasa de Soya Merck,
incubandose en estufa de cultivo Memmert modelo 600
D06062 por 2 horas. La densidad bacteriana fu¢aaias

de sangre humana de voluntarios sanos, no fumadores aproximadamente a 1.5 x ®l®acteria/mL usando el
mediante puncién venosa braquial tomada en ayunas.tubo N° 1 de la escala de MacFarland (0,5).

Se agreg6 7 mL de NaCl al 0,9% y se centrifugfQ03
rom durante 10 minutos en una centrifuga EBA-20

Usando un hisopo estéril se inocularon las plaezgdr
Muller-Hinton Merck con cada cepa evaluada.

Hettich. Se separ6 el sobrenadante con una pipeta Simultdneamente se prepararon discos estériless a lo

Pasteur y se lavd 3 veces con solucién salina (NaCl
0.9%). Se centrifugé a 3000 rpm por 10 minutoseentr

lavados.

Preparacion de PBS pH 7,£&£n un vaso precipitado de

1 L se agregdé 8 g de NaCl, 0.2 g de KCI, 1.15 g de
Na2HPO4*12 H20, 0.2 g de K2HPO4 y 1.8 g de

cuales se les adicioné de 100 - 400de los extractos
vegetales y el mismo volumen del solvente de
extraccion (blanco testigo). Una vez preparados los
discos, se dejaron reposar por aproximadamente 5
minutos para permitir la evaporacion del solvenée d
extraccion. Todas las pruebas se hicieron por chughdi.

Glucosa. Se adicion6 900 mL de agua destilada y se Después, utilizando pinzas estériles se colocaosn |

agité hasta total disolucién. Se enras6 en 100@mun

discos en la superficie de la placa con el sufteien

matraz de aforo, ajustandose el pH con un pH-metro espacio entre los discos para que los halos deidibm

WTN pH 3301/set con HClI 0.IN o NaOH 0.1N
(dependiendo del pH obtenido en la lectura). Se

no se sobrepongan y permitan una adecuada medicion.
Las placas fueron incubadas a 37° C por 24 hotafaes

conservo a 4°C durante una semana. Cada vez que sele cultivo Memmert modelo 600 D06062. Luego se

utilizd, se debid ajustar el pH.

Preparacion de la solucién madre de Glébulos Rojos.
Se tomaron 100QL de los glébulos rojos previamente
lavados y se afor6 a 250 mL con una solucion tampén
PBS (pH 7.4) en un matraz de aforo.

Viabilidad celular frente a los extractos.En tubos de
ensayo se agregaron 750 pL de una solucién delgkdbu
rojos, se les adicion6 200, 250, 300, 350, 400, 880,

550 y 600 pL de extracto acuoso de cascaras frgscas
liofilizadas al 1 % p/v, y luego se completé conSB

determino la formacion de halos de inhibicién. El
diametro de cada halo de inhibicién se midi6é usamdo
regla milimetrada (+/- 0,5 mm). Las cepas bactasan
utilizadas en este ensayo fuer@aphilococccus aureus
ATCC 25923 Enterococcus faecalis, Escherichia coli
ATCC 25922y Salmonella typhymurium.

Andlisis estadistico. Los datos fueron analizados
usando el software estadistico GraphPad INSTAT
version 4.0 y presentados como medias + error @stan
medio (S.E.M.) Se realizé andlisis de varianzaida

Una vez preparadas las soluciones se agitaron en unentrada (ANOVA) seguido del test de Bonferroni,e¢n

vortex MIXTER modelo VM 300 y se dejaron a 37° C
en un bafo termo-regulado Julabo SW 22 con agitacié

constante a 100 rpm por 3 horas. Se determind la

cual p<0.05 es significativo.
(***) = P<0.001, (**) = P<0.01, (*) =P<0.05

absorbancia de cada solucién a 540 nm en un equipo RESULTADOS

Genesys-2 modelo Thermoespectronic.
realizé por quintuplicado.

Determinacion de la actividad antihemolitica. Se
tomaron 45QuL de una soluciéon de 500 mM de AAPH .
Esta solucidn se prepard, pesando 5 g de AAPH-[2,2’
Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride]
Sigma Chemical Co., en balanza analitica Sartorius

El ensayo se

Parte de nuestra investigacion se centra en la&siah

del uso popular de las plantas medicinales quesnren

el altiplano chileno, el estudio de la composicién
quimica de los aceites esenciales y el andlisis
antir‘réigrobiano de varias plantas que crece Chile y
Peru.”

modelo MC210S y se agregé PBS a un matraz de aforo Este trabajo se reporta en el potencial uso deiEsde

de 25 mL. El blanco para esta determinacién y para
resto de las mediciones fueron llevadas a cabolaon
hemdlisis basal. Una vez preparadas las solucieaes
agitaron en un vortex MIXTER modelo VM 300 y se

frutas del oasis de Pica con alta capacidad adaoxe y
antimicrobiana como ingredientes en la industria
alimentara y farmacéutica (fitofarmacos).
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La capacidad atrapadora de radicales libres.El al control (p> 0,05). Estos resultados se debem a |
ensayo de la capacidad atrapadora de radicales fibe presencia de polifenoles, especialmente flavonaiges
realizada de acuerdo al método desarrollado poolBon juegan un rol importante en la fotoproteccion de lo
et al., pero con pequefias modificacioh&.ensayo de frutos debido a la alta exposicion a la luz sdBe.han
DPPH, nos mostro, que los extractos acuosos de reportado la presencia de Tangerina, Nobeltina,
cascaras frescas al 1% p/v de las seis frutas reerc Quercetina y Hesperidina en las especies del genero
en el oasis de Pica poseen un efecto similar abrge Citrus.10,11 La potente actividad que presentdptém

(p > 0,05), exceptuando la cascara de limén, que e cascara fresca como liofilizada de Mangifera indisal
significativamente menor que el control (p < 0,01) reflejo de las constituyentes de las piel de ast® que
(Figura 1) presenta-caroteno, esteres de éacido galico, acido
En la figura 2, los extractos acuosos de cascaras ascérbico junto a flavonoides como la Mangiferina.
liofilizadas al 1% p/v, presentaron una actividadyor

que el té verde, control (p <0,01), excepto la ad&sde

liofilizada de guayaba que presento una actividiaiar
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Figura 1. Determinacion de la capacidad atrapadorale radicales libres de extractos acuosos de cascafeescas de frutos del
oasis de Pica
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Figura 2. Determinacion de la capacidad atrapadorale radicales libres de extractos acuosos de cascatiofilizadas de frutos
del oasis de Pica
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Determinaciéon de Polifenoles.El contenido total de del oasis de Pica, observandose que los extractos
polifenoles en cascaras frescas y liofilizadas adedlis acuosos de cascaras liofilizadas tienen valoresasen

de Pica fueron evaluados con el reactivo Folin-gliec al control (hojas de té verde), excepto el lioéitip de
segun el método de Singleton y Rossi (1965), codoac  cdscara de mango que presenta una concentracion de
gélico como estandaf.El contenido de fenoles totales  polifenoles significativamente mayor que el conttals

de los cascaras estudiadas se observa en la TaBk& 2  extractos acuosos de céscaras frescas presentason u
realiz6 una comparaciéon entre la concentracidn de concentracién menor al control (hojas de té verde).
polifenoles en cascaras frescas y liofilizadas rdéo$

Tabla 2. Determinacion de la concentracion de pokholes en cdscaras frescas y liofilizadas del oadésPica

Extracto acuoso al 1% * TEAG(cascaras frescas) * TEAG (cascaras liofiliadas)
Té verde 1054 £ 36,2
Mango 732,6 £23,9 3968,2 + 217
Pomelo 645,9+31,5 830,2+31,8
Guayaba 600,5+41,9 911,7+ 30,9
Naranja 307,4+279 988,9 + 32,7
Tangelo 206,6 +16,5 1103,8 £1,9
Limén 79,80 £ 13,7 886,5+ 25,1

*TEAG= Equivalente de Acido Géalico mg/100 mL

DISCUSION Con la utilizacién de los extractos acuosos dearasc
frescas y liofilizadas, se obtuvieron buenos teslols
Actividad antihemolitica. Al liberarse el hierro desde  como inhibidores de la hemodlisis inducida por elPA&A
la hemoglobina, este actia como pro-oxidante. Adem& (Figura 3 y 4). El extracto acuoso de cascara drgsc
juega un rol importante como agente catalitico xedo liofiizada de Mangifera indica fue el que presentd
(reaccion de Fenton y de Haber-Weiss). La liberaci6 mayor actividad inhibitoria de la hemdlisis de rexftos
del hierro desde los hematies pueden aumentaeabef en todas las concentraciones testeadas (p<0,001). E
pro-oxidante de hidroperoxidos provenientes de la extracto acuoso de céascaras frescas y liofilizadlas
reaccion del oxigeno y el AAPH. La peroxidacion Citrus grandis presentd una actividad similar al control
lipidica mediada por radicales libres es una de las té verde (p > 0,05). En cuanto a los demas exsacto
causas mas importantes en la destruccion y dafimsen acuosos de cascaras frescas y liofilizadas, éstos
membranas, debido a que los &cidos poli-insaturddos  presentaron una actividad inhibitoria de la henslis
la membrana celular son degradados a través de estedosis dependiente, pero las céscaras liofilizadas
proceso oxidativo con el consecuente rompimienttade  presentaron menor actividad que los extractos asuos

integridad de la membraia? frescos. Este fenédmeno es explicado por el aunmamto
Las concentraciones utilizadas en el ensayo de lala concentraciones de los metabolitos secundarios
actividad antihemolitica fueron en base la deteagiiin presentes en las cascaras que una vez liofilizados
de la viabilidad de los extractos frente a losretitos disminuye el agua y aumentan su disponibilidadjue

humanos. Se determind que a las concentracionesgeneraria una actividad pro-oxidante tanto de los
superiores 0,2 % plv, producian un porcentaje de polifenoles, vitamina C y posible presencia deatest
hemdlisis cercano al 40 % en todas los extractos y de transicion (F& , CU, Zn*") los que en presencia de
liofilizados (no se muestra los resultados de &ty radicales peroxilo inducido por el AAPH aumentargin
hemolitica de los extractos). En base a estos daos dafio oxidativo por generacién de radicales OH*jdieb
decidié usar un rango de concentracion desde 0,067- a la mayor disponibilidad de los cationes de losales
0,116 % p/v para evaluar la actividad antihemdalitie trazas presentes en la cdscaras.

los extractos frente al generador de radicalesxpero

AAPH usando como modelo glébulos rojos humanos.
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Figura 4. Determinacion de la inhibicién de la hemidsis en RBC inducida por AAPH por extractos acuose de céscaras

liofilizadas de frutos del oasis de Pica

Actividad antibacteriana. Los extractos de las cascaras
de las frutas tangelo, mango, naranja, guayabaglooyn

antibacteriana frente a dos cepas Gram negatidis y
cepas Gram positivas. Los extractos de mango y

limén fueron evaluados para determinar la actividad guayaba presentaron actividad a la concentraciéBbde
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mg de extracto puro frenteEa coli ATCC 25922 con 5.
un halo de inhibicion de 14 6,6 mm y 10 _+0,3 mm
respectivamente. FrenteEnterococcus faecalis tanto el
extracto de cascara de mango y guayaba presentaronG'
actividad con un halo de inhibicibon de 10 mm a la
concentracién de 35 mg. FrenteSa aureus ATCC

25923 sélo el extracto dd. indica presenté actividad
antibacteriana con un halo de inhibiciéon de 18,5 7.
mm a la concentracion de 700.

Los altos contenidos de polifenoles, en especi&ldia

tipo esqueleto §£Cs-Cs (Flavonoides, flavonas,
isoflavonas) serian los responsables de la activida
antibacteriana encontrada en estos ensayos. Los®
polifenoles representan uno de los componentes
abundantes en las cascaras de las especies eegetal
mencionadas; estos compuestos tienen funciones deg
defensa en la planta, como agentes antimicrobianos,
protecciéon contra herbivoros, radiacion UV y son
potencialmente importantes en las especies que se
encuentran en ambientes desérticos, siendo estas

metabolitos los responsables de la actividad
antibacteriana, atrapadora de radicales, actividad
antihemolitica, lo que se corrobora con la preseda 1

altas concentraciones de polifenoles cuantificguwsel
método de Folin-Ciocalted’***°

AGRADECIMIENTOS

12.

A la Universidad Arturo Prat por el apoyo brindado

13.

REFERENCIAS

1. Sharif MDM, Banik G R. Status and Utilization of
Medicinal Plants in Rangamati of Bangladesh. Res J 14
Agric Biol Sci 2006; 2(6): 268-273.

2. Velioglu YS, Mazza G, Gao L, Oomah B D. Antioxidant
activity and total polyphenolics in selected fryits

vegetables and grain products. J Agric Food Ch&98;1 15.

46: 4113-4117.
3. Ajila CM, Prasada Rao UJS. Protection against hyeino
peroxide induced oxidative damage in rat erythresyty

Mangifera indica L. peel extract. Food and Chemical ;g

Toxicology. 2008; 46: 303 — 309.

4. Avello M, Suwalsky M. Radicales libres, antioxidesit
naturales y mecanismos de proteccion. Revista Atdee
la Universidad de Concepcion — Chile. 2006; 494 16
172.

Foyer CH, Mullineux PM. Causes of photooxidative
stress and amelioration of defenses systems intsplan
Bocaraton. CRC Press Inc. 1994.

Rojo L, Benites J, Rodrigues A, Venancio F, Ramalh
L, Teixeira A, Feio S, Costa M C. Composition and
Antimicrobial Screening of the Essential Oil of
Acantholippia deserticola (Phil.ex F. Phil.) Moldenke. J
Essent Oil Res. 2006; 18: 695-697.

Benites J, Moiteiro C, Miguel G, Rojo L, Lopez J,
Venancio F, Ramalho L, Feio S, Dandlen S, Casahbva
Torres |. Composition and Biological Activity ohe
Essential Oil of Peruviahantana camara . J Chil Chem
Soc. 2009; 54: 379-384.

Benites J, Lépez J, Rojo L, Diaz P, Rojas M, Veindke
Moiteiro C. Chemical Composition of the Essential O
of the Leaves and Steams ¥enophillum poposum.
Chem Nat Compd. 2011; 46: 838-839.

Bonoli M, Verardo V, Marcioli E, Caboni M.
Antioxidant phenols in barleyHordeum vulgare L.)
flour: Comparative spectrophotometric study among
extraction methods of free and bound phenolic
compounds. J Agr Food Chem. 2004; 52: 5195-5200.
Ma 'Y, Ye X, Hao Y, Xu G, Liu D. Ultrasound-assisted
extraction of Hesperidin from penggan (Citrus rgt¢a)
peel. Ulrasonics Sonochemistry 2008; 15: 227 -232.
Ortufio A, Béidez A, Gémez P, Arcas M C, Porras |,
Garcia-Lidon A, Del Rio J A. Citrus paradisi andr@s
sinensis flavonoids: Their influence in the defence
mechanism against Penicillium digitatum. Food
Chemistry. 2006; 98: 351 — 358.

Singleton V, Rossi J. Colorimetry of total phensligith
phosphomolybdic phosphotungstic acid reagents. Am J
Enol Viticult. 1965; 16(3):144-158.

Wang SY, Ballington J R. Free radical scavenging
capacity and antioxidant enzyme activity in deemper
(Vaccinium stamineum L.). LWT-Food Sci Technol.
2007; 73: 1352-1361.

. Ahn J, KimY, Seo E, Choi Y, Kim H. Antioxidant eft

of natural plant extracts on the microencapsulatieth
oleic sunflower oil. J Food Engineering. 2007; 827 -
334.

Cuadra P and Harborne J B. Changes in epicuticular
flavonoids and photosynthetic pigments as a plant
response to UV-B-radiaition. Z Naturforsch. 19985
671-680.

Lachman J, Pronek D, Hejtmankova A, Dudjak J, Pivec
V, Faitova K. Total polyphenol and main flavonoid
antioxidants in different onion (Allium cepa L.)neties.

Am Soc Hort Sci. 2003; 30: 142 — 147.



