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RESUMEN. El Agraz (Vaccinium meridionale Swartz), es
una baya que posee alta capacidad antioxidante debido a su
contenido de compuestos polifendlicos como antocianinas,
acidos fendlicos y flavonoides. El objetivo de este estudio
fue evaluar la composicion proximal inicial y el efecto en
las caracteristicas fisicoquimicas (pH, °Brix, acidez titulable
(AT)), actividad antioxidante y antiproliferativa de néctares
elaborados a partir de agraz liofilizado, almacenados du-
rante 42 dias. Se prepararon dos néctares: NA (sacarosa) y
NB (aspartame), se evalu6 cambio en pH, °Brix y AT
cada7dias durante el almacenamiento. Se determin6 conte-
nido de fenoles y antocianinas totales mediante Folin-Cio-
calteau y método diferencial de pH, respectivamente,
actividad antioxidante mediante FRAP y ORAC. Se analiz6
la actividad antiproliferativa con sulforodamina B en células
SW480 (adenocarcinoma de colon). Los resultados mostra-
ron que ambos néctares presentaron estabilidad en °Brix,
pH yAT y el NB presenté menor aporte calorico. El conte-
nido de fenoles totales aument6 durante el almacenamiento.
El contenido de antocianinas y capacidad antioxidante se
redujo significativamente (p<0,05). NA presentd mejor ac-
tividad antiproliferativa a las 72h, con un porcentaje de in-
hibicion del crecimiento celular a una concentracion de
lg/mL de 63,50% (IC50=0,6g/mL). Se puede concluir que
NA present6 mayor capacidad antiproliferativa y NB mejor
actividad antioxidante, que aunque disminuy¢ significati-
vamente durante el almacenamiento, continu6 siendo alta
comparada con estudios reportados en la literatura. Para
productos realizados a partir de bayas del género Vacci-
nium. Se requieren estudios adicionales “in vivo” que per-
mitan comprobar su eficacia quimiopreventiva y dilucidar
mecanismos moleculares de accion para beneficio de la
salud humana, demostrando su potencial funcional descrito
hasta ahora “in vitro”.

Palabras clave: Vaccinum meridionale, néctar, caracteris-
ticas fisicoquimicas, actividad antioxidante, actividad anti-
proliferativa.

SUMMARY. Effect of storage time on the physicoche-
mical characteristics, antioxidant and antiproliferative
nectar of unripe (Vaccinium meridionale Swartz). Agraz
(Vaccinium meridionale Swartz) is a berry that has high
antioxidant capacity due to its content of polyphenolic
compounds as anthocyanins, phenolic acids and flavo-
noids. The aim of this study was to evaluate the initial pro-
ximal composition and the effect on the physicochemical
characteristics (pH, ° Brix, titratable and acidity (TA), an-
tioxidant and antiproliferative activity of nectars made
from unripe lyophilized and stored for 42 days. Two nec-
tars were prepared: NA (sucrose) and NB (aspartame), was
evaluated change in pH, °Brix and AT every 7 days during
storage. It was determined and total phenols content by
Folin-Ciocalteu anthocyanins and pH differential method,
respectively, antioxidant activity by FRAP and ORAC.
Antiproliferative activity with sulforhodamine B in
SW480 cells (colon adenocarcinoma) were analyzed. The
results showed that both were stable nectars ° Brix, pH and
changes in AT. The NB has lower calories. The content of
total phenols increased during storage. The anthocyanin
content and antioxidant capacity was significantly reduced
(p <0.05). NA presented better antiproliferative activity at
72 h, with a percentage of inhibition of cell growth at a
concentration of 1g / ml of 63.50% (IC50 = 0.6 g/mL). It
can be concluded that NA had a higher antiproliferative
capacity and NB better antioxidant activity than even de-
creased significantly during storage, remained high com-
pared to studies reported in the literature. Further studies
"in vivo" to verify their chemopreventive efficacy and elu-
cidate molecular mechanisms of action for the benefit of
human health, showing their functional potential described
so far "in vitro" are required.

Key words: Vaccinium meridionale, nectar, physicoche-
mical characteristics, antioxidant activity, antiproliferative
activity.
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INTRODUCCION

Colombia es un pais con una gran variedad de fru-
tas, da origen a por lo menos 150 frutos, y su consumo
actualmente ha incrementado a nivel doméstico y en
los mercados internacionales, tanto en fresco como
procesadas, en vinos, mermeladas, jaleas y yogures.
Sin embargo, esta claro que la mejor forma de obtener
antioxidantes es por medio del consumo directo de la
fruta entera sin transformacion (1).En Colombia en la
actualidad, hay una mayor inclinacion por el consumo
de bebidas como néctares o jugos, especialmente
aquellos que contienen fitoquimicos, con beneficios
para la salud (2).

Dentro de los frutos colombianos, se encuentra el
agraz o mortifio (Vaccinium meridionale Swartz), ar-
busto silvestre pequefio, entre 1 y 4m de altura, cuyo
fruto es una baya globosa, con un tamafio entre 5y 10
mm, de color ptrpura en su mayor estado de madurez.
Puede crecer en zonas tropicales de montafia y en alti-
tudes bajas, por lo que se da en América Central y al
norte de América del Sur, como en Venezuela (2200 a
3400msnm). Algunos estudios han documentado la
composicion de antocianinas, fenoles totales, actividad
antioxidante y caracteristicas fisicoquimicas del fruto
o de sus extractos (3,4), demostrando su alta capacidad
antioxidante. Ademas, un estudio realizado por Maldo-
nado y col. (5), exhibi6 actividad citotoxica y antipro-
liferativa de los extractos de agraz, en células de
adenocarcinoma de colon SW480, comparables a las
de otras bayas del género Vaccinium.

Aunque existen estudios que resaltan los beneficios
del fruto fresco de agraz o sus extractos, pocos evaltian
sus propiedades fisicoquimicas y antioxidantes a través
del tiempo en productos elaborados a partir de la fruta
(néctar o jugos) siendo esta la manera como puede ser
mayor su consumo, ademas no hay investigaciones
donde se haya estudiado la capacidad antiproliferativa
de dichos productos en modelos celulares. A su vez, te-
niendo en cuenta que el fruto agraz solo tiene dos picos
altos de produccion al afo, y la baya atin no se encuen-
tra domesticada, es importante pensar en técnicas para
su preservacion, con el fin de mantener disponibilidad
constante para la elaboracién de los productos. Los mé-
todos de secado se convierten en una buena opcién para
la preservacion del fruto, siendo la liofilizacion el pro-
ceso elegido, debido a que el uso de temperaturas y pre-
siones bajas, evita la pérdida y el dafio de componentes
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del fruto tales, como antocianinas y otros compuestos
fenolicos, ampliamente asociados con la actividad an-
tioxidante y por ende con posibles efectos benéficos
para la salud; ademas la liofilizacion a diferencia de
otros tipos de secado, permite retencion del aroma, color
y la rapida rehidratacion facilitando la elaboracion de
bebidas a partir de éste. En estudio previo se pudo mos-
trar las caracteristicas de agraz liofilizado y cémo éste,
a pesar de las pérdidas esperadas por la previa transfor-
macion, logra mantener el contenido de compuestos fe-
nolicos y antocianinas (6), igualmente en el presente se
hace un estudio de analisis sensorial de este producto
para tener un perfil al respecto de la bebida de agraz lio-
filizado reconstituido que aqui se estudio, resultados
que se publicaran en un estudio posterior a éste.

Es asi como este trabajo tiene por objetivo evaluar
el efecto en las caracteristicas fisicoquimicas (pH,
°Brix y acidez titulable), ademas de la actividad antio-
xidante y antiproliferativa en néctares elaborados a par-
tir de agraz liofilizado y almacenados durante 42 dias
en condiciones controladas de temperatura, luz y hu-
medad relativa.

MATERIALES Y METODOS

Agraz o mortifio

Bayas frescas de agraz (Vaccinium meridionale
Swartz), maduras (color negro-violaceo), obtenidas del
municipio del Retiro (Antioquia, Colombia), a una al-
tura de 2175 msnn, temperatura promedio de 16°C,
fueron recogidas al azar para el estudio en mayo del
afio 2015, éstas fueron lavadas, seleccionadas, desin-
fectadas (hipoclorito de sodio 100 ppm), secadas y pro-
cesadas por 2 min a 2500 rpm y se liofilizaron en
camara de vacio a presion 0,427 + 0,5 mm Hg, a tem-
peratura de -50°C, finalizada la liofilizacion se alma-
cenaron a temperatura ambiente y protegido de la luz
en cantidades de 200g en empaque PET aluminio, po-
lietileno de baja densidad, para ser utilizadas como in-
grediente en la posterior preparacion del néctar.

Preparacion del néctar

Se utilizaron bayas de agraz (Vaccinium meridio-
nale Swartz) liofilizadas, se mezclaron con agua y azu-
car (NA) 11,1°Brix; acidez titulable 4,33mg de 4cido
citrico/mL; pH 3,06. Para el NB las bayas liofilizadas
se mezclaron con agua y edulcorante (aspartame 3%),
5°Brix, acidez titulable 5,29 mg de acido citrico/mL;
pH 3,06. Cumpliendo las normas de inocuidad y para-
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metros fisicoquimicos establecidos en normatividad vi-
gente (7).Cada néctar se agrego6 a botellas de S00mL
en vidrio blanco y pasteurizado a 85°Cpor 10 min,se
almaceno a 4°C £ 2°C protegido de la luz.

Acidez Titulable, pH y °Brix

La acidez titulable (AT) se determino por titulacion
de la muestra (2g de homogeneizado + 50 mL de agua
destilada libre de CO2) con solucion estandarizada de
NaOH 0,1 N a pH 8,2. Fue expresada en gramos acido
citrico por 100 g de muestra. El pH se midi6 sobre 2 g
de homogenizado en un pH-metro Metrohm modelo
744. Los °Brix fueron determinados usando refracto-
metro digital Pocket PAL® 88S (Japon). Estos analisis
se realizaron de acuerdo a la Norma Técnica Colom-
biana (NTC)-4624 (7) y NTC-440 (9).

Analisis de Composicion Proximal: Se determina-
ron parametros como humedad, grasa total, cenizas to-
tales, proteina total, carbohidratos y calorias totales,
actividad acuosa. Estos analisis fueron realizados de
acuerdo a los lineamientos establecidos por la Asocia-
cién Americana de Quimicos Analiticos Oficiales
(AOAC 9234.03, AOAC 954.01) y Guias Técnicas Co-
lombianas (GTC 1,14, GTC 6.1) Los carbohidratos y
calorias totales se calcularon a partir de componentes.

Reactivos y equipos

Metanol, tricloruro de hierro, 2,4,6-tri(2-piridil)
triazina (TPTZ), Trolox® (Acido 6-hidroxi- 2,5,8-tetra-
metilchromano-2-carboxylico), acido ascorbico, acido
galico, carbonato de sodio, persulfato de potasio fueron
obtenidos de Sigma Chemical®; Reactivo de Folin-Cio-
calteau fue obtenido de Merck®. El agua usada en los
experimentos era grado HPLC. Los ensayos de absor-
cion UV-Vis se hicieron en un espectrofotometro Jen-
way® 6405 y en lector de placas Thermo Scientific
Multiskan® Spectrum UV-Vis. Los ensayos ORAC
fueron realizados en espectrofotometro de fluorescen-
cia, PerkinElmer® LS55

Determinacion del contenido de antocianinas

Las muestras de néctar fueron centrifugadas a 3000
rpm durante 10 minutos y se uso6 el sobrenadante. Se
utilizé el método diferencial de pH (10).La absorbancia
fue medida en un espectrofotometro Jenway® 6405
UV/Vis a 530 nmy 700 nm, en buffers pH 1,0y 4,5, la
estimacion de las antocianinas totales se realizo usando
la expresion: A=[(A530 - A700) pH1.0 - (A530 - A700)
pH4.5], con un coeficiente de extincidon molar para el
cianidin-3-glucosido (C-3-G) de 26900. Los resultados
fueron expresados como mg eq de cianidin-3-glucésido

(C3G) por 100 g de muestra para el agraz liofilizado y
mg eq de cianidin-3-glucosido por 100 ml de muestra
para los néctares.

Determinacion del contenido de fenoles totales

Las muestras de néctar fueron centrifugadas a 3000
rpm durante 10 minutos, se uso el sobrenadante. Se  re-
aliz6 por el método colorimétrico descrito por Folin-
Ciocalteu (10), se construyd una curva patrén usando
como estandar acido galico. Se diluy¢6 la muestra a una
concentracion en la cual el contenido de fenoles se en-
contrara dentro del intervalo de la curva patréon. Los re-
sultados fueron expresados como mg equivalentes de
acido galico (GAE)/100 g de muestra, para el liofilizado
y para los néctares los resultados fueron expresados
como mg equivalentes de acido galico (GA)/100 ml de
muestra. La absorbancia fue medida en lector de placas
Thermo Scientific Multiskan® Spectrum UV-Vis.

Ensayo FRAP

(Ferric ion Reducing Antioxidant Power)

Las muestras de néctar fueron centrifugadas a 3000
rpm durante 10 minutos y se uso el sobrenadante. Se re-
alizé segun el método de Benzie y Strain, 1996 (12).Se
utilizaron 900 pL de solucion de Fe3, 50 pL. de muestra
y 50 pL de agua destilada. Luego de 30 min se leyo la
absorbancia a una longitud de onda de 593 nm. Se cons-
truy6 la curva de referencia usando acido ascorbico es-
tandar. Las actividades de las muestras se expresaron
como mg equivalentes de acido ascoérbico/100g de
muestra (AAC)/100g de muestra. La absorbancia fue
medida en un espectrofotometro Jenway® 6405 UV/
Vis.Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

Ensayo ORAC

(oxygen radical absorbance capacity)

Las muestras de néctar fueron centrifugadas a 3000
rpm durante 10 minutos y se uso6 el sobrenadante. El
procedimiento experimental fue basado en reportes
(13) Ou et al; 2001, empleando el estandar de Trolox®
y condiciones controladas de temperatura 37°C y pH
7.,4. Las lecturas se realizan a una A de excitacion 493
nm con slit de excitaciéon 10 nm; y A de emision 515
nm con slit de emision 15 nm, atenuador del 1%. Para
el desarrollo de la técnica se utilizan soluciones de fluo-
resceina 1x102 M en PBS (75mM) AAPH 0,6 M, en
PBS. La muestra contiene 21 puL de fluoresceina, 2,899
uL de PBS, 30 pL de diluciones de néctar de agraz y
50 uL de AAPH. El efecto protector antioxidante de las
muestras es calculado usando las diferencias de areas
bajo la curva de decaimiento de la fluorescencia entre
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un blanco y la muestra, se compara contra la curva del
trolox y se expresa en valores TEAC/100g muestra
(umol equivalentes de trolox por 100ml de muestra),
de acuerdo a la ecuacion 1.

(AUC=ALc®)
ORAC = ————
AUC gz AUCY)

flTrolax] (1)

Donde AUC es el area bajo la curva de la muestra,
AUC? el area bajo la curva para el control, AUCT;1ox
area bajo la curva para el trolox, f es el factor de dilu-
cion de la muestra. La fluorescencia se midi6 en un es-
pectrofotdmetro de fluorescencia PerkinElmer®LS55.

Analisis microbiologico

Se evalud la calidad microbiolédgica para recuento
de heterotrofos en placa UFC/g segin AOAC 988.18
ed.17, las muestras fueron diluidas y homogenizadas-
para preparar las diluciones consecutivas de 10-1, 10-
2 y 10-3 en cajas de Petri estériles, se vertieron en
éstas 15 mL de agar Plate Count fundido y mantenido
a 45°C, se mezclaron y dejaron solidificar y se incu-
baron a 35°C £ 2 durante 48 horas.El analisis de coli-
formes totales y fecales (NMP), se realizé de acuerdo
a AOAC 966.24 ed. 17, las muestras fueron diluidas
1/10 y homogenizadas durante cinco minutos para pre-
parar las diluciones de 10-1, 102 y 10- en agua pepto-
nada. Se sembro en profundidad 1 mL de cada dilucion
en Caldo Fluorocult, incubandose a 37 °C por 48
h.Los mohos y levaduras (UFC/ml) fueron evaluados
de acuerdo a AOAC 17.2.02 ed.17, alicuotas de 1 mL
de cada dilucion fueron sembradas en cajas Petri de
agar OGY (agar extracto de levadura glucosa cloran-
fenicol), se incubaron a 25 °C por cinco dias.

Analisis de la actividad antiproliferativa

Mediante el ensayo colorimétricode sulforodamina
B (SRB), se estim6 el numero de células por tincion
indirecta de proteina celular total. Las células se incu-
baron por 48 y 72 horas; posteriormente el medio se
descartd y las células se fijaroncon 50 pL de acido tri-
cloroacético al 50% en frio. Las células se incubarona
4°C durante 1 hora, y se lavaron las placas 5 veces con
agua a temperatura ambiente, el exceso de agua se des-
cartd y las placas se dejaron secar durante la noche.
Luego se afiadio 200 pL de SRB (0,4% m/v en 1% de
acido acético) por 30 minutos, finalmente las placas se
lavaron con 50 mL de acido acético 1%, y se enjuaga-
ron 4 veces. Finalmente se adiciono buffer Tris 10mM
(pH 10.5) y se leyo a densidad optica de 490nm.

Cultivos celulares

Las células SW480, se obtuvieron del American
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Type Culture Collection (ATCC, Manassas, USA) se
mantuvieron como fue descrito en Maldonado et al 2009
(13). Brevemente, se utilizd medio Dulbecco sModified
Eagle Medium (DMEM) suplementado con 10% suero
de caballo inactivado, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL
estreptomicina, y 1% de aminoécidos no-esenciales. Las
incubaciones se hicieron a 37°C en atmosfera himeda
con 5% de CO,. Para todos los experimentos, 24 h des-
pués de sembrar, se hizo reduccion de la concentracion
del medio a 3% de suero, con 10 pg/mL insulina, 5
png/mL de transferrina, 5 ng/mL de selenio.

Analisis Estadistico

Los anaélisis fueron realizados por triplicado. Los
resultados se expresaron como promedio + desviacion
estandar, comprobando homogeneidad de varianza por
Levens y se realizaron las respectivas pruebas de nor-
malidad. Para la determinacion de la significancia es-
tadistica se us6 la prueba de Tukey (P<0,05). Se utilizo
el paquete estadistico STATGRAPHICS Centurion
XVIy el IBM SPSS Statistics version 19.

RESULTADOS

Analisis microbiologico

El NA aument6 su contenido de mesofilos y leva-
duras al final del almacenamiento, mientras que el NB
permanecid estable microbioloégicamente, los resulta-
dos microbioldgicos se muestran en la Tabla 1.

Las caracteristicas del liofilizado de agraz que se
utiliz6 como ingrediente para la elaboracion de los néc-
tares se observan en la Tabla 2.

La utilizacion del liofilizado como ingrediente para
la elaboracion de los néctares, permitié obtener pro-
ductos con valores ORAC altos, comparados con otros
alimentos de acuerdo a informe de la USDA, en el afio

TABLA 1. Resultados analisis microbiologicos
en ambos néctares periodo inicial y final del

almacenamiento

Analisis Néctar A Néctar B

Dial Dia42 Dial Dia42
Recuento De
Heterotrofos en <10 300 <10 <10
Placa (UFC/g)
ff)i’iii‘;r?ﬁf&p) <3/ml <3/ml <3/ml <3/ml
Coliformes <3/ml <3/ml <3/ml <3/ml

ecales

Levaduras UFC/ml <10 190 <10 <10
Mohos UFC/ml <10 <10 <10 <10
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2010 (15), esto se asocia con la capacidad antioxidante
del producto, claro esta sin olvidar que pueden existir
multiples efectos sinérgicos que contribuyen también
con dicha actividad.

TABLA 2. Propiedades fisicoquimicas, fenoles
totales, antocianinas totales y actividad antioxidante
del agraz liofilizado utilizado como ingrediente
para la elaboracion de los néctares.

Caracteristica Liofilizado de agraz
pH (20°C) 3,05+0,12
°Brix 5,02+0,04
Acidez titulable (AT) * 5,13
Fenoles Totales* * 1046,01+26,95
Antocianinas Totales*** 82,64+2.86
FRAP#*#*** 1115,76+34,70
ORACH**%* 3393542259

*g 4cido citrico/100 g de muestra

**mg Acido galico/100g muestra)

***mg Cianidin 3 glucdsido/100 g muestra
#+kmo Acido ascorbico/100g muestra
#HEXTEAC (umol Trolox /100 g muestra).

Propiedades fisicoquimicas:

acidez titulable, pH, °Brix

Ambos néctares, indicaron estabilidad en °Brix y
pH y disminucion de la acidez titulable, durante el
tiempo de analisis (Tabla 4 y 5).

Analisis de consumo proximal

Los resultados de la composicion proximal de los
néctares avaluados se muestran en la tabla 3. Se pre-
sento diferencia estadistica (p<0,05) entre el % hume-
dad, cenizas, proteina, carbohidratos y calorias totales
del NA con respecto a NB.

Analisis fitoquimico: contenido de fenoles totales
y antocianinas totales

El NB present6 un contenido mayor de antocianinas
y fenoles totales que el NA desde el inicio del almace-
namiento. Se observo cambio significativo (p<0,05)
del contenido de fenoles del dia inicial al dia 42 de al-
macenamiento para NA (217,93-285,02) y NB
(242,55-299,40), a su vez se presentd disminucion sig-
nificativa (p<0,05) del contenido de antocianinas a tra-
vés del tiempo de almacenamiento (Tabla 4 y 5y
Figura 1Ay IB).

TABLA 3. Composicion proximal del NA y NB, al inicio del almacenamiento

Neew  Humedsd  Conte Grasatole MGER? PCURS CHRICT G

(%Yom/m) (%om/m) (%om/m) (Kcal/100 g)
NA 87,46+0,32 0,080,0 0,01+£0,01 0+0,00 0£0,00 1248+0,24 49,98+0,32
NB 93,77+ 1,24 0,05+ 0,01 0,03£0,01 0,01 +0,00 0,07+0,01  6,07+0,2 24,88+ 0,14
*g/100mL de néctar. ** Kcal/100 mL de néctar

TABLA 4. Caracteristicas fisicoquimicas y capacidad antioxidante del Néctar A
durante un periodo de almacenamiento de 42 dias
NECTAR A

Dias pH AT* °Brix Fenoles  AMOCIANNAS  pRAp st QRACHH**
0 3,06£0,01 4,35  11,03+0,12 217,93£3,22  56,44£2,90  459,51+4,19 6531,354226,38
7 3,1740,20 4,33 11,00+£0,10 207,39+4,21  36,1343,11  437,57+61,12 5543,78+136,26
14 3,19+0,25 4,41  10,99+0,19 181,36+28,54 29,50+6,67 454,32+38,96  4522,62+63,11
21 3,20+0,06 3,94  11,05+0,13 346,92+5,80 21,49+4,14  434,18+3,54 4028,29+179,75
28 3,22+0,01 3,83  10,87+0,06 330,12+16,91 22,32+2,15 429,19+20,45 4140,06+172,69
35 3,24+0,01 3,24 10,98+0,17 302,28+8,99  18,20+2,36  420,61+12,25 4043,34+180,01
42 3,25+0,02 2,57 10,90+0,10 285,02+7,91 16,48+2,24 412,04+18,90 3410,29+111,96

*AT: Acidez titulable (mg 4cido citrico/100 mL)
**mg Acido galico/100 mL

***mgeq Cianidin 3 glucésido/100 mL

*++¥mo Acido ascorbico/100 mL

*H#EIXTEAC (umol Trolox /100 mL)
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TABLA 5. Caracteristicas fisicoquimicas y capacidad antioxidante del Néctar B
durante un periodo de almacenamiento de 42 dias
NECTAR B
Dias  pH AT* °Brix [Fenoles | ANOCIANINAS  pRAPHkx% QRACHS*EH
0 3,10£0,01 5,29 4,97+0,06  242,55£7,41  63,57+£1,58  580,27+9,85 7702,43+298,22
7 3,09£0,01 5,59 5,00£0,00  183,37+1,65  31,17£2,76  570,41+12,77 4767,50+242,87
14 3,13£0,01 5,29 4,90+0,00 181,96+28,54 30,06+£3,82 556,83+24,96 4165,89+152,42
21 3,15+£0,01 4,68 4,97+0,06  314,23+£8,10  27,94+6,14 511,47+18,85 3956,10+34,47
28 3,16£0,01 4,62 4,83+0,06 319,53+25,85 27,39+£1,00 495,61+8,51  3913,39+39,33
35 3,16+0,10 3,02 4,90+0,00 297,28+13,36 24,71+0,33 503,59+26,10 3450,45+151,40
42 3,17+40,02 2,21 5,00+0,00  299,40+3,39  22,71+£9,20 455,52+42.28 1964,44+53,70
* AT: Acidez titulable (mg acido citrico/100 mL)
** mg Acido galico/100 mL
***mgeq Cianidin 3 glucésido/100 mL
##x4mg Acido ascorbico/100 mL
**#FXTEAC (umol Trolox /100 mL)
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FIGURA 1. A. Fenoles totales durante almacenamiento. B. Antocianinas totales durante almacenamiento.
Los datos se presentan como el promedio + desviacion estandar. Las letras distintas indican diferencias
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FIGURA 2. A. FRAP durante los dias de almacenamiento. B. ORAC durante los dias de almacenamiento.
Los datos se presentan como el promedio = desviacion estandar. Las letras distintas indican diferencias esta-
disticamente significativas, segun la prueba de Tukey (P < 0,05).

Propiedades antioxidantes

Posterior a la elaboracidon y en los dias iniciales
de almacenamiento, el NB presenté mayor valor
FRAP y ORAC que el NA. Durante el tiempo de al-
macenamiento estudiado se observé disminucion sig-
nificativa (p<0,05) entre la actividad antioxidante
FRAPy ORACde NAy NB, (Tabla4y 5y Figura
2Ay2B)

Actividad antiproliferativa

La actividad antiproliferativa incrementd de forma
dependiente de la dosis. Indicando un efecto citotoxico
de los néctares de agraz sobre las células de adenocarci-
noma de colon SW480. El valor ICs, para el tiempo de
exposicion de 48horas del NA y NB fue 1,12 y 0,4g/mL
respectivamente y para el tiempo de 72 horas fue 0,60
g/mL (NA) y 1,04 g/mL (NB) (Figura 3).
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FIGURA 3.Efecto citotoxico de NA 'y NB
sobre células de adenocarcinoma de colon SW480
durante un tiempo de exposicion de 48 y 72 horas.
Los datos son expresados como promedio =+ error

estandar de la media (n=3)

DISCUSION

Analisis microbiologico

Seglin la normatividad vigente (7), ambos néctares
analizados cumplen con los estandares microbioldgicos
hasta el dia final de almacenamiento. Sin embargo,
pudo evidenciarse que el NB es mucho mas estable mi-
crobiologicamente comparado con el NA, debido a que
este ultimo aumento su contenido de mesofilos y leva-
duras al final del almacenamiento, lo que pudo deberse
a que el NA es endulzado con sacarosa, una sustancia
que facilmente metabolizan los microorganismos(16).

Propiedades fisicoquimicas:

acidez titulable, pH, °Brix

Los °Brix fueron estables a través del tiempo de al-
macenamiento, y sus valores fueron consistentes con
los reportados para productos similares de bayas del
género Vaccinium, que reportan valores de 7,8 £0,12%
°Brix (16). La diferencia significativa de los °Brix entre
el NAy NB se debe a que al NA se le adicion6 sacarosa
como endulzante en la cantidad necesaria para cumplir
con los °Brix exigidos por la normatividad vigente (7)
para dicho producto; mientras que el NB fue endulzado
con aspartame y este aporta sabor dulce, pero no con-
tribuye con aumento de dicha variable, es decir que en

este caso este valor seria la cantidad de sacarosa que
aporta la fruta por si sola.

Los valores encontrados de pH son consistentes con
los reportados por la literatura para productos del gé-
nero Vaccinium, encontrando valores para jugos de
3,04. (17), El cambio en el pH es consistente con lo re-
portado por otros autores durante el almacenamiento
para diferentes tipos de berries (18).

La acidez titulable presenté un comportamiento ten-
diente a la disminucidn, consistente con reportes de
otros estudios, esto podria ser un buen indicador de
prolongacion de la calidad del producto durante el al-
macenamiento (3, 19).

Analisis de consumo proximal

Se present6 una diferencia significativa (p<0,05) del
6,31% en el contenido de humedad del NB con respecto
al NA, dicha diferencia puede deberse a que la sacarosa
para solubilizarse requiere mayor proporcion de agua
que el aspartame. A su vez se presentd diferencia entre
el contenido de cenizas y proteina del NA con respecto
a NB, el contenido de proteina pudo ser mayor en NB,
debido a que el aspartame contiene fenilalanina, un ami-
noacido que contribuye al contenido proteico, mientras
que la sacarosa no contiene dichos compuestos.

El aporte de carbohidratos y calorias totales encon-
trado en NA, es significativamente mayor (p<0,05) al
encontrado en NB, esto se debe a que NA fue endul-
zado con sacarosa, la cual aumenta carga caldrica del
producto, mientras que NB fue endulzado con aspar-
tame, siendo este un edulcorante no calorico. Los re-
sultados de carbohidratos totales obtenidos para NA
son consistentes con los reportados por la literatura
mientras que el aporte caldrico es un poco inferior a di-
chos reportes, donde se han encontrado para néctar de
mora azul, cantidades de carbohidratos totales de
15g/100g y 61 calorias por 100g, y para néctar con
combinacion de fresa, banana, uva y frambuesa se re-
porta un contenido de carbohidratos de 12g/100g y 53
calorias/100g, el promedio caldrico reportado para néc-
tares es de 56 =6 cal.(20).

En el NB se observo aporte de carbohidratos y calo-
rias totales, significativamente (p<0,05) menor que en
NA por lo que se puede considerar un producto saluda-
ble, para todas las personas incluso aquellas que produ-
cen enfermedades cronicas, tales como la obesidad.

Analisis de metabolitos secundarios:

fenoles y antocianinas totales

Se observé pérdida significativa (p<0,05) del con-
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tenido de fenoles totales durante el proceso de elabo-
racion de NA y NB. El comportamiento del contenido
de fenoles totales durante el tiempo de almacenamiento
fue similar en ambos néctares, observando un aumento
de éstos, para NA en 30,8% y para NB en 23,44%; au-
mento observado también en estudio de almacena-
miento de yogurt Saborizado (21) el cual puede
atribuirse a varias razones, una de ellas a un efecto re-
lacionado con una mayor produccion de azucares re-
ductores durante el almacenamiento a lo que se refieren
como "edulcorante en almacenamiento" y que son estos
utilizados como sustratos para la sintesis de compues-
tos polifendlicos futuros, también puede deberse a un
aumento en la actividad fenilalanina amonioliasa
(PAL), que se traduce en un incremento en la concen-
tracion de compuestos polifendlicos libres, junto con
el bajo nivel de actividad polifenoloxidasa que pueden
reducir la oxidacidn de sustratos fenolicos a quinonas.
A su vez podrian aumentar los metabolitos menciona-
dos, como respuesta al estrés provocado durante el al-
macenamiento, ocurriendo reacciones derivadas del
metabolismo de los compuestos fendlicos, algunos au-
tores informan que las muestras vegetales comienzan
la produccion de glicoalcaloides y fenoles (22). El con-
tenido de fenoles totales reportado al final de almace-
namiento para NA y NB fue 285,02 y 455,52 (mg de
acido galico/100 ml de muestra) respectivamente, otros
autores han reportado valores inferiores para estos me-
tabolitos medidos en (mg de acido galico/100 ml de
muestra) enjugos de otros tipos de berries como: fram-
buesa roja (164,4), frambuesa negra (240,2), grosella
negra (260,3), grosella roja (133)y arandano (236,3)
(17); a su vez existen reportes de valores inferiores del
contenido de compuestos fenolicos totales, para bebi-
das comerciales tales como “Berry Boost” que mezcla
4 diferentes bayas (mora, frambuesa, fresa y arandano)
de la cual se reporta un contenido de 184 mg de acido
galico/100 ml de muestra (23). Savikin y colaboradores
en el afio 2014 (24), reportaron un contenido de fenoles
totales expresados en mg GAE/100ml para infusiones
de berries como aronia (Chokeberry), arandano (bil-
berry) y grosellero negro (Black currant) de 88,77,
69,46 y 60,07 respectivamente; y para decocciones en
las mismas especies de berries de 85,55, 63,82 y 58,64
respectivamente.

El NB mostré mayor contenido de estos compues-
tos fenolicos comparado con el NA.

En ambos néctares se presentd disminucion signi-
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ficativa (p<0,05) del contenido de antocianinas desde
el dia inicial hasta el final de almacenamiento, dicha
disminucion pudo deberse a su degradacion asociada
areacciones de oxidacion y/o condensacion con otros
compuestos fenolicos (25). Se observo un porcentaje
de diminucion durante el tiempo de 70,8% para el NA
y 64,28% para NB, disminucion inferior a la reportada
por Reque y colaboradores en el afio 2013 para jugo
de arandanos (Vaccinium ssp.) almacenados durante
10 dias a 4°C, quienes reportan una disminucion del
83%. A su vez la disminucion observada en esteestu-
dio, es consistente con lo reportado en estudios por
otros autores (26), algunos autores reportan valores de
0,18 #+ 0,03 del contenido de antocianinas para el gé-
nero Vaccinium myrtillus (15). Savikin y colaborado-
res en el afio 2014 (24), reportaron un contenido de
antocianinas totales expresados en mg C3G/100ml
para infusiones de berries como aronia (Chokeberry),
arandano (bilberry)y grosellero negro (Black currant)
de 8,63, 25,68 y 8,94 respectivamente; y para decoc-
ciones en las mismas especies de berries de 8,12,
18,51 y 9,03 respectivamente. A pesar de presentarse
en este estudio disminucion durante el tiempo de al-
macenamiento del contenido de antocianinas totales,
pudo encontrarse en el dia 42 para ambos néctares un
contenido alto, incluso mayor al reportado por otros
autores para productos provenientes de bayas del
mismo género, este contenido podria deberse a que las
bayas fueron liofilizadas con epicarpio incluido, lo
cual favorece elaumento el contenido de dichos com-
puestos. Esto permite rescatar que el néctar desarro-
llado a partir del liofilizado como un ingrediente,
mantiene un contenido mayor de antocianinas, con
respecto a valores encontrados en la literatura.

Propiedades antioxidantes

El tiempo inicial presenté un valor ORAC alto para
ambos néctares, (Tabla 3 y 4), siendo este mayor en
NB, posiblemente debido a que en este queda mas sol-
vente disponible, es decir agua, para solubilizar otros
compuestos, la sacarosa para solubilizarse requiere
mayor proporcion de agua que el aspartame. Elalto
valor ORAC inicial podria ser atribuidoen gran parte
al contenido de fenoles totales; sin embargo el conte-
nido de dichos fenoles, presenté un aumento durante
el almacenamiento (Ver figura 1 A.), y esto no genero
aumento en la actividad antioxidante, pues dicha acti-
vidad continuo uncomportamiento tendiente a la dis-
minucién durante todo el periodo de estudio, por lo
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que puede argumentarse que la actividad antioxidante
puede estar mediada ademas, por el contenido de otros
compuestos no polifenolicos, o incluso por la interac-
cion sinérgica que se encuentra dentro de los compo-
nentes de cada néctar y que podria verse afectada
durante el almacenamiento.

Existio pérdida significativa (p<0,05) de la capaci-
dad antioxidante medida porel valor ORAC durante la
elaboracion de los néctares; asi mismo hubo disminu-
cion significativa (p<0,05) durante el tiempo de alma-
cenamiento del valor ORAC en ambos néctar para NA
la disminucion fue 52,2%; mientras que para el néctar
B fue 74,6%, observando entonces mayor estabilidad
en el néctar A.

El ensayo ORAC, permitid estimar “in vitro” el po-
tencial que tiene cada uno de los néctares para aportar
antioxidantes al organismo, y los resultados encontra-
dos permiten ubicar a NA y NB, durante los primeros
dias de almacenamiento, como productos con alta ca-
pacidad antioxidante comparados con productos deo-
tras especies de berries, encontrando valores ORAC
(reportados en umol equivalentes de trolox/100ml de
muestra) de 1452 para jugo de arandano (cranberry)
sin azucar y 2370 para jugo de cereza negra (26); 2359
para jugos de mora azul (blueberry) y 1480 parauva'y
arandano (cranberry) (27), 10460 para jugo de fram-
buesa negra (27).

Existe diferencia estadisticamente significativa
(p<0,05) entre la capacidad antioxidante FRAP del lio-
filizado y cada uno de los néctares.

Los resultados de actividad antioxidante por FRAP,
evidenciaron cambio significativo (p<0,05) entre NA
y NB, observandose mayor capacidad reductora en el
néctar B al inicio del almacenamiento (Ver figura 3 B.);
sin embargo el néctar A fue mas estable durante el
tiempo de almacenamiento observando una disminu-
cion de 8,37% de actividad antioxidante, mientras que
en el néctar B se observo una disminucion de 21,5%.

Actividad antiproliferativa

La actividad antiproliferativa increment6 de forma
dependiente con la dosis (figura 5). Esto se ve reflejado
en el aumento del % de inhibicion de la viabilidad ce-
lular, dependiente de la concentracion del néctar, lo que
indicd un efecto citotoxico del néctar de agraz sobre
las células cancerigenas SW480. La concentracion con
mayor efecto citotdxico fue 1,0g/mL, alcanzando un %
de inhibicion mayor del 30% para el néctar B después
de 48 horas de exposicion y mas de un 50% en ambos

néctar después de 72 horas de exposicion. El néctar B
mostré mayor % de inhibicion de crecimiento de célu-
las cancerigenas que el néctar A; 39,25% a las 48 horas
de exposicion a una concentracion de 1,0g/mL y
68,30% a las 72 horas a esta misma concentracion. El
valor IC50 para el tiempo de exposicion de 48horas
deINA y NB fue 1,12 y 0,4g/mL respectivamente y
para el tiempo de 72 horas fue 0,60 g/ml (néctar A) y
1,04 g/mL (NB). Esto demuestra que el néctar A, a las
72 horas presenta mejor actividad antiproliferativa que
el NB.

Nuestros resultados son consistentes con otros re-
sultados previos de accion bioldgica “in vitro” de ex-
tractos y jugos (5, 17).

Se pudo observar estabilidad en las caracteristicas
fisicoquimicas °Brix y pH en ambos néctares durante
el proceso de almacenamiento y cambios en la AT. El
NB mostré mayor contenido de metabolitos secunda-
rios antocianinas totales, fenoles totales y actividad an-
tioxidante por FRAP y ORAC al inicio del
almacenamiento, ademas presentd menor aporte calo-
rico comparado con NA, por lo cual se considera mejor
opcidn para aportar beneficios para la salud, favore-
ciendo incluso su consumo por personas que padecen
enfermedades cronicas tales como diabetes y obesidad.

Pese a que durante el estudio el NA presenté menor
contenido de compuestos bioactivos y actividad antio-
xidante comparado con el NB, este ultimo, mostro
mejor actividad antiproliferativa contra células de ade-
nocarcinoma de colon SW480, por lo que se sugieren
mas estudios comparativos de ambos productos para
conocer los mecanismos de accion involucrados y los
compuestos responsables del efecto antiproliferativo
aqui observado contra esta linea celular, previo a su
aplicacion en modelos animales que permitan demos-
trar su eficacia quimiopreventiva contra el cancer co-
lorrectal.

CONCLUSION

El tiempo de almacenamiento por 42 dias dismi-
nuy6 el contenido de fenoles y antocianinas totales con
la consecuente reduccion de la actividad antioxidante
FRAP y ORAC, aunque no alter6 significativamente
las variables °Brix, pH. El néctar A mostré mayor ac-
tividad antiproliferativa. Podria pensarse como opcion
el mercadeo del agraz liofilizado como ingrediente di-
recto para el desarrollo de néctar y otros productos nu-
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tracéuticos, cuyo consumo deberia ser en los primeros
dias de almacenamiento, debido a que fue el tiempo en
el cual se presentd mayor capacidad antioxidante y ac-
cion antiproliferativa. Los resultados encontrados su-
gieren el potencial que tiene el néctar de agraz para
aportar antioxidantes al organismo, presentando ade-
mas actividad antiproliferativa “in vitro”, y siendo el
NB una opciéon mas saludable para consumo de sustan-
cias antioxidantes comparado con NA, de acuerdo a los
resultados encontrados en este estudio y a su bajo
aporte caldrico, apto para personas con enfermedades
cronicas como diabetes u obesidad. Debido a que la
evidencia de la capacidad anticancerigena de Vaccinum
meridionale esta limitada a un solo estudio in vitro, en
células de adenocarcinoma de colon, son necesarios es-
tudios adicionales tanto “in vitro” e “in vivo” con este
tipo de baya, que permitan conocer su eficacia quimio-
preventiva y mecanismos moleculares de accion para
el cancer colorrectal, asi como ampliamente se ha es-
tudiado otras bayas del mismo género pero no Vacci-
num meridionale (agraz).
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