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RESUMEN

El programa de mejoramiento genético de generacion avanzada de Aristotelia chilensis diferencia los dos
principales productos que posee esta especie; el fruto y sus hojas. Las hojas normalmente se han
considerado un producto de desecho, no obstante, es el drgano que posee la mas alta concentracion de
compuestos bioactivos. La diferenciacion de los clones selectos por su alta productividad desde el punto
de vista frutal, parece ser el punto inicial para evaluar cuales de ellos pueden a su vez ser los que exhiban
la mayor cantidad de polifenoles totales y la mayor capacidad de antioxidante en sus hojas.

La tecnologia de microencapsulacion de los extractos de antioxidante, altamente activos, ricos en
polifenoles y valiosos puede ser utilizado en alimento y otros productos. El objetivo de esta investigacion
fue estudiar las condiciones para obtener un prototipo micro encapsulado en base al mejor clon en cuanto
a la cantidad de polifenoles totales y su capacidad de antioxidantes. Ambos atributos han recaido sobre el
clon PGL3. Las microcapsulas obtenidas con este procedimiento contenian 81 mm/g solidos total de
polifenoles y su capacidad antioxidante medida en DPPH alcanzo a 75 mg de trolox/g solidos total.

Palabras clave: Aristotelia chilensis, maqui, extractos de hojas, polifenoles, capacidad antioxidante, micro
capsulas

SUMMARY

The advanced generation breeding program of Aristotelia chilensis differentiates the two main products of this species;
the fruit and the leaves. The leaves have normally been considered a waste product; however, it is the organ with the
highest concentration of bioactive compounds. The differentiation of selected clones for their high productivity from the
fruit point of view seems to be the starting point to evaluate which of them may in turn be the ones that exhibit the
highest amount of total polyphenols and the highest antioxidant capacity in their leaves.

The microencapsulation technology of the highly active, polyphenol-rich and valuable antioxidant extracts can be used in
feed and other products. The objective of this research was to study the conditions to obtain a microencapsulated
prototype based on the best clone in terms of the amount of total polyphenols and its antioxidant capacity. Both
attributes have fallen on the PGL3 clone. The microcapsules obtained with this procedure contained 81 mm/g total
polyphenol solids and their antioxidant capacity measured in DPPH reached 75 mg trolox/g total solids.

Key words: Aristotelia chilensis, Maqui, leaf extracts, polyphenols; antioxidant capacity, micro capsules
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INTRODUCCION

De acuerdo con Zufiiga et al. (2017) el maqui (Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz,) es conocido por sus
usos farmacolégicos en la medicina tradicional de las comunidades nativas huilliches y mapuches de
Chile. Se indica que tiene excelentes propiedades medicinales que ayudan a curar diarreas cronicas,
disenteria, enfermedades de la garganta, tumores intestinales, fiebre y cicatrizaciéon de heridas.
Farmacologicamente, se han investigado las actividades antioxidantes, antidiabéticas y antivirales de las
frutas y hojas de maqui.

El maqui tiene una importante presencia de fitoquimicos que pueden tener incidencia en la prevencion de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. En este sentido, el maqui no solo aporta nutrientes
esenciales, sino que también fitoquimicos bioactivos, como alcaloides y polifenoles que potencialmente
pueden contribuir a la promocion de la salud y prevencion de enfermedades (Fredes et al., 2020).

En relacién con el uso tradicional de la infusiéon de hoja de maqui para las dolencias de la garganta, tales
como: inflamacién, dolor e infeccion, Delporte (2006) evalué la actividad antiinflamatoria, antioxidante y
antimicrobiana de diferentes tipos de extractos de hoja de maqui.

También Mufioz et al. (2011) investigaron la actividad analgésica, antiinflamatoria y antioxidante usando
un ensayo in vivo, bio-guiado, para identificar los principales constituyentes quimicos del maqui que
validan cientificamente su uso medicinal.

Las hojas de maqui, generalmente desechadas en la produccién agroindustrial de frutos, también podrian
ser utilizadas para obtener ingredientes bioactivos, ya que Rubilar et al. (2011) y Mufioz et al. (2011)
demostraron que tienen incluso mayor contenido total de polifenoles y capacidad antioxidante que las
bayas de maqui (Rivera-Tovar et al., 2019).

Mufoz et al. (2011), identificaron los alcaloides en distintos tipos de extractos obtenidos de la hoja de
maqui y establecen que el extracto diclorometano de las hojas de maqui presenta una mezcla de
triterpenoides (acido ursélico y friedelina) y flavonoides como la quercetina.

Los distintos tipos de extractos presentan una composicion de alcaloides y triterpenoides diferentes. Por
ejemplo, el extracto metandlico tiene flavonoides como la quercetina-3-O-B-D-glucésido y el kaempferol,
mientras que el extracto acuoso tiene una mezcla de alcaloides (protopina y aristotelina y acidos fendlicos
(Mufoz et al., 2011).

Se han identificado varios polifenoles en las hojas de maqui: dos &cidos fendlicos (acido galico y acido
cumarico), cuatro flavonoles (quercetina, isoquercetina, miricetina y rutina), dos antocianinas
(pelargonidina y peonidina), un flavanol (catequina) y un estilbeno (resveratrol) (Vidal et al., 2013). Las
hojas de maqui contienen alcaloides de indol y quinolina (aristotelina, serratolina, aristotona, horbatina,
horbatinol, protopina, aristoquinolina, 3-fromilindol).

Avello et al. (2008) evaluaron la capacidad antioxidante (CA) con el método TBARS (sustancias reactivas
del acido tiobarbitlrico) en plasma antes y después de la ingesta de una infusién de hoja de maqui (1%).
El contenido de fenoles totales en la infusion fue de 0,074 mM equivalentes de acido galico (=EAG).

Rubilar et al. (2011) obtuvieron extractos de hojas de maqui por maceracién con 50% de agua/etanol a
temperatura ambiente y una relacion solvente a soélido de 5:1. El contenido total de polifenoles de los
extractos obtenidos fue de 69,0 + 0,9 mg EAG/g de peso seco, y la capacidad captadora de antirradicales
frente a DPPH! mostré una IC502 de 8,0 + 0,1 mg de extractol/L.

1 DPPH, es el método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo. Este método se utiliza para determinar la capacidad antioxidante
de alimentos y compuestos sintéticos, y mide en términos de su porcentaje de inhibicion del antioxidante.

2 La mitad de la concentracion inhibitoria méaxima (IC50) es una medida de la potencia de una sustancia para inhibir una funcion
bioldgica o bioquimica especifica.

52



Ciencia & Investigacion Forestal Vol. 28 N° 3. Diciembre, 2022

Bianchi et al. (2021) desarrollan un procedimiento para la extraccién comercial de biocompuestos a partir
de hojas de maqui. Dichos autores denominan a su procedimiento como de tecnologias verdes, ya que
utilizan el agua como Unico solvente para recuperar compuestos fenolicos con propiedades antirradicales.
Estos resultados sugieren que las hojas de maqui podrian ser una excelente fuente de antioxidantes y
compuestos lipofilicos para muchas industrias, como la nutracéutica y farmacéutica (Criséstomo-Ayala et
al., 2022).

Aristotelia chilensis es una planta rica en fenoles y otros compuestos bioactivos y como sus hojas se
eliminan como desecho en la industria fruticola de maqui, el objetivo de este estudio es utilizarlas en base
del conocimiento de los fitoquimicos presentes en esta especie, para que se pueda utilizar y aumentar la
concentracién de estos compuestos a través del programa de mejoramiento genético de la empresa
Plangen (Ipinza et al., 2020) y de esta forma agregar aun un mayor valor a las hojas de este valioso
cultivo industrial. En términos especificos este estudio se enfoca a:

a) Cuantificar los polifenoles totales y la capacidad antioxidante de tres tipos de extractos de hojas de
maqui, en cada uno de los cinco clones productivos derivados del programa de mejoramiento genético de
la empresa Plangen.

b) Evaluar la actividad antioxidante del extracto seleccionado y su efecto in vitro e in vivo.

¢) Generar un prototipo de aditivo, antioxidante y encapsulado fundamentalmente para la alimentacién
animal.

MATERIAL Y METODO
Clones Utilizados

El estudio se llevdo a cabo utilizando cinco clones de alta productividad fruticola, originados en el
programa de primera generacion de mejora genética (PMG) de la empresa Plangen (Mé&fil, Region de Los
Rios, Chile). Dichos clones se han designado con la siguiente identificacion: PLG1, PLG2, PLG3, PLG4 y
PLGS.

Andlisis de la Calidad y Pureza de las Hojas de Maqui a través de Mediciones Fisicoquimicas de
Hojas Frescas

El alto contenido de humedad de las muestras de hojas favorece el crecimiento de hongos vy la hidrélisis
de los principios activos presentes en ellas. Es por ello que el almacenamiento por largos periodos debe
realizarse luego de un proceso de secado, donde se logre disminuir el contenido de humedad hasta
niveles seguros. Los limites establecidos por la farmacopea para limitar el crecimiento de
microorganismos en este tipo de productos son de 8 a 14%. Otra alternativa es el congelamiento de las
hojas.

Las cenizas por su parte dan cuenta del contenido de minerales presentes en las plantas y su origen
puede ser fisiologico o producto de contaminantes externos como polvo, tierra, arenas, entre otros,
provenientes del medio ambiente. La farmacopea establece un valor limite de 11%.

Caracterizacion Fitoquimica de Extractos de Hojas de Maqui

La identificacion de la familia de compuestos quimicos se realiz6 a partir de plantas frescas de maqui.

Estas fueron sometidas a tres extracciones sucesivas siguiendo un orden de polaridad ascendente,
utilizando éter etilico, etanol y finalmente agua, como se describe en la Figura 1.
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30-50 g MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE

I
FILTRAR
|
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|
EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUD
EMVOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
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DURAMTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

EXTRACTO ACUQSO

RESIDUD SOUDD

Figura 1. Extraccion sucesiva de material vegetal para la aplicacion de las
técnicas de tamizaje fitoquimico.

Seleccién del Tipo de Extracto y Ecotipos de Hoja de Maqui

Se cuantificaron los polifenoles totales (PT) y la capacidad antioxidante (CA) de los tres tipos de extractos
y de los 5 clones de hoja de maqui, mediante el método descrito para el reactivo Folin-Ciocalteau
(Singleton et al., 1999), y el método colorimétrico Difenilenilpicrilhidrazilo (DPPH) (Goupy et al., 2003),
respectivamente. Se prepard una curva de calibracion de acido galico cuyo rango de concentracion fue
de 1-7,5 pg/mL.

Previo a la reaccion, los extractos fueron diluidos con agua destilada. A una alicuota de 50 pL de cada
extracto se le afiadié 430 pL de agua y 20 pL de la solucion de Folin-Ciocalteu y se dejo reposar durante
cinco minutos, luego se adiciond 450 pL de carbonato de sodio (Na2COz) al 20%. Posteriormente, se
agité vigorosamente, se cubrid de la luz y se le llevd a reposo por 60 minutos a temperatura ambiente.
Las absorbancias respectivas fueron medidas a 725 nm en un espectrofotometro. Las muestras fueron
analizadas por duplicado y el contenido de compuestos fendlicos totales fue expresado en mg de acido
galico/g de sdlidos totales en el extracto.

Para la cuantificacion de DPPH se emple6 el método de Brand-Williams et al. (1995). Los extractos

fueron diluidos con metanol al 80% previo a la reaccion. A 100 pL de muestra se le agrego 3.8 mL de una
solucion metandlica de DPPH, se evalué la capacidad de las muestras para atrapar el radical DPPH, por
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medio de la disminucién de la absorbancia leida luego de 30 minutos de reaccién a una longitud de onda
de 515 nm, y se comparé el valor con la curva de referencia construida con Trolox! como patrén primario,
expresando los resultados como valores TOT (umol Trolox/g de sélidos totales en el extracto). El valor se
expresa en porcentaje de la capacidad de inhibicion de los oxidante o capacidad antioxidante.

Lo anterior se realizé con la finalidad de seleccionar un tipo de extracto y clones que demuestren los
mejores resultados obtenidos en los parametros evaluados de contenido de polifenoles totales (PT) y de
la capacidad antioxidante (CA), para posteriormente continuar con la generacion del prototipo de aditivo
antioxidante.

Andlisis Estadistico

Los datos obtenidos corresponden a la media + D.S. (n= 5). Para comparar los clones y los extractos, los
valores promedios se analizaron mediante ANOVA con un nivel de confianza del 95 % (p < 0,05), previa
comprobacion de la normalidad, seguido de la prueba de Tukey. Para aquellos datos que no cumplian
con los supuestos de normalidad se realizé el test no paramétrico de Kruskal & Wallis. Los datos se
analizaron utilizando el programa estadistico STATGRAPHICS Plus versién 5.1 para Windows (Graphic
Systems Software, Inc. EE.UU.).

Cuantificacion de Polifenoles Totales y DPPH en Extractos de Hoja de Maqui

Debido a que el secado es “spray’? para la generacion del prototipo, requiere que la muestra este en
medio acuoso. El extracto etanélico se seco en rotavapor para posteriormente resuspender el residuo en
agua. Esto permitira luego comparar las concentraciones de polifenoles totales y de DPPH en el extracto
acuoso y en el etandlico resuspendido en agua.

Generacién de Prototipo de Aditivo Antioxidante

Se realiz6 un disefio experimental para evaluar las condiciones de proceso para la encapsulacion de los
compuestos antioxidantes del extracto secado por “spray”. Se evalud temperatura de entrada al secador
y concentracion del agente protector de pared, en este caso su utilizé maltodextrina. Las condiciones
determinadas se describen en el Cuadro 1. Cabe recalcar la necesidad de realizar al menos un filtrado
del extracto seco y resuspendido por la alta cantidad de particulas soélidas, por lo que ademas fue
necesario realizar pulsos de la valvula aspersora para evitar taponamientos. La relacién de sélidos totales
calculados como grados Brix2 en el extracto y el contenido de material de pared en g (maltodextrina) es
de 1:2.

Cuadro 1. Condiciones utilizadas de secado por aspersion

Variable Valor
Temperatura entrada (°C) 140
Flujo de aire (mmHg/s) 50
Aspiracion bomba (%) 95
Flujo de alimentacion (mmHg/s) 10
Pulsos vélvula aspersora (N°) 5

1 El Trolox® es un analogo hidrosoluble del alfa-tocoferol. En virtud de su alta solubilidad en agua y su amplia disponibilidad
comercial, el Trolox es universalmente empleado como estandar en (las curvas de comparacion de) diversos ensayos de actividad
antioxidante (como ORAC, TEAC). En el caso del ensayo ORAC, la actividad antioxidante se expresa como micromoles de
Equivalentes Trolox (ET) por unidad de peso o de volumen de la muestra analizada (generalmente, por 100 g de peso fresco o 100
mL).

2 El secado por atomizacion (Secado Spray) es el proceso de pulverizar una solucion o suspensién en una corriente de aire caliente,
la cual deshidrata en forma casi instantanea, obteniéndose particulas de polvo, con muy bajo contenido de agua, que contienen al
compuesto en cuestion.

3 El grado Brix (simbolo °Bx) es una unidad de cantidad que mide los sélidos o materia seca total disuelta en un liquido
determinado.
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Evaluacion In Vivo del Efecto Antioxidante del Extracto de Hoja de Maqui

La evaluacion de antioxidante del extracto de hoja de maqui se realizé6 usando el modelo biolégico
Caenorhabditis elegans, un nematodo ampliamente utilizado en estudio de evaluacién de compuestos
bioactivos con actividad antioxidante. En los nematodos la sensibilidad al estrés oxidativo se logra
mediante su exposicién a algun agente oxidante, como la juglonal, (5-hidroxi 1,4- naftalenodiona), que es
un compuesto generador de superéxido (Olsen et al., 2006), que provoca un aumento de los niveles de
ROS? en los nematodos hasta el punto en que disminuye la supervivencia de los mismos.

Para el ensayo, se utiliz6 la cepa silvestre de nematodo N2 Bristol obtenida del Centro de Genética de
Caenorhabditis (CGC) de la Universidad de Minnesota, EEUU. Las condiciones de mantenimiento de los
individuos fueron en placas de Petri con agar s6lido NGM “Nematode Growth Medium” y como fuente de
alimento se utilizé la cepa bacteriana Escherichia coli OP50. Los nematodos fueron almacenados a 20°C,
temperatura que permite su desarrollo de huevo a adulto en 3 dias (Stiernagle, 2006). Para los
tratamientos, se utiliz6 placas estériles con agar NGM suplementadas con el extracto etandlico seco
resuspendido en agua del clon seleccionado de maqui. Ademds, se utiliza un control negativo que
corresponde a placas sin el producto y como control positivo, se utilizé el antioxidante quercetina. Se ha
reportado que este antioxidante aumenta la resistencia al estrés oxidativo de los nematodos expuestos al
agente estresor juglona, en aproximadamente un 20% (Koch et al., 2014).

Ensayo de Resistencia al Estrés Oxidativo

Los nematodos sincronizados en estado huevo fueron traspasados a los distintos tratamientos. Al tercer
dia, en estadio L4, los nematodos fueron pasados a placas de 35 mm con NGM suplementadas con
juglona a una concentracion de 180 uM. El ensayo consistié en contabilizar cada 1 hora los individuos
vivos y muertos durante un total de 5 horas, removiendo los nematodos muertos (Senchuk et al., 2017).
El ensayo se realiza con tres repeticiones de cada tratamiento.

Anadlisis Estadistico

Para el andlisis estadistico se realiz6 un analisis de supervivencia acumulada mediante el método Kaplan
— Meier. Las comparaciones de los tratamientos respecto a la condicién control, se determinaron
mediante Log-rank (comparacion por parejas sobre los estratos), utilizando el programa Graphpad Prism
version 6.

Prototipo Etiquetado

Al prototipo obtenido se le realiz6 una caracterizacion quimica nutricional y una evaluacion del contenido
de polifenoles totales y de la capacidad antioxidante mediante DPPH.

RESULTADOS

Andlisis de la Calidad y Pureza de las Hojas de Maqui a través de Mediciones Fisicoquimicas de
Hojas Frescas.

Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 2. El contenido de humedad de las hojas de los
clones oscila entre 53,7 - 57,6 g/100g de muestra. Los resultados de las hojas frescas cumplen con los
estandares establecidos por la farmacopea, mostrando bajos contenidos de sustancias inorganicas
presentes en el material vegetal. Respecto de las cenizas solubles en agua o en &cido, estas son un

'La Juglona es un metabolito con accion fitotoxica.

2 El término ROS se refiere a un grupo de moléculas conteniendo oxigeno con diferente reactividad quimica. Se les considera como
metabolitos del oxigeno parcialmente reducidos que poseen una fuerte capacidad oxidante, aunque dicha capacidad varia entre las
diferentes especies.
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parametro asociado a la calidad de la muestra. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los
limites maximos de cenizas solubles en agua y acido son de 7 y 5% respectivamente. Segln esto, las
hojas de maqui muestran valores muy por debajo de los limites reglamentarios, lo que hace que sea una
buena matriz para la preparacion de extractos, o para su utilizacion directa como hoja en polvo.

Cuadro 2. Calidad y pureza de las hojas de los clones de maqui

Propiedades Clames
PLG1 PLG2 PLG3 PLG4 PLG5
Humedad (g/100g) 57,7 58,8 57,9 57,6 53,7
Cenizas totales (g/100g) 2,2 2,1 2,1 2,2 2,5
Sélidos solubles (g/100g) 1,2 1,4 1,5 1,3 1,3
Cenizas solubles en acido (%) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Cenizas solubles en agua (%) 1,7 1,3 1,3 1,5 1,6

Caracterizacion Fitoquimica de Extractos de Hojas de Maqui

Los diferentes extractos obtenidos presentaron un olor aromatico caracteristico y transparencia definida.
Color amarillo en los extractos de éter, verde oscuro en los extractos etandlicos y café rojizo en el
extracto acuoso. No se observd presencia de precipitados en ninguna de las muestras analizadas, ni
separacion de fases. Sin embargo, en el extracto acuoso se observa una alta presencia de mucilagos, lo
que le da al extracto una consistencia gelatinosa que dificulta su filtracion.

Una vez obtenidos los extractos se realizaron los ensayos para la identificacion de las principales familias
de compuesto quimicos. Los resultados muestran que no hay diferencias en las familias de compuestos
encontrados entre los diferentes clones de hojas de maqui analizadas. Excepto para los azucares

reductores utilizando el ensayo Fehling en el extracto alcohdlico (Cuadro 3).

Cuadro 3. Estudio fitoquimico en hojas de maqui de cinco clones

Clones
Extracto Ensayo Familia de Compuesto PLG1 PLG2 PLG3 PLG4 PLG5
Sudan Aceites y grasas (+) (+) (+) (+) (+)
Etéreo Dragendorff Alcaloides () () ) () ©)
Wagner Alcaloides (+) (+) (+) (+) *)
Liebermann-Buchard  Triterpenoides-esteroides +) (+) (+) (+) (+)
Fehling Azucares reductores Q) () (+) ) )
Liebermann-Buchard  Triterpenoides-esteroides () (-) (-) () (=)
Espuma Saponinas () (-) @) () ()
Alcohdlico  Cl,Fe Fenoles y taninos ) (+) () () )
Shinoda Flavonoides (+) (+) (+) +) (+)
Dragendorff Alcaloides () () ) () ()
Wagner Alcaloides (+) (+) (+) +) )
Dragendorff Alcaloides (+) (+) (+) (+) (+)
Wagner Alcaloides (+) (+) (+) (+) (+)
Cl;Fe Fenoles y taninos (+) (+) ) (+) (6]
Acuoso Shinoda Flavonoides (+) (+) (+) (+) (+)
Fehling Azucares reductores (+) (+) (+) (+) *)
Mucilagos Polisacaridos (+) (+) (+) (+) (+)
Espuma Saponinas Q) Q) Q) Q) Q)

Los resultados se muestran como respuestas: positiva (+) indica presencia de familia de compuesto segin ensayo

mencionado, negativa (-) indica ausencia de familia de compuesto segiin ensayo mencionado.
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Los extractos obtenidos con éter muestran que todos los clones en estudio dan reaccién positiva a los
aceites, grasas y alcaloides. En el caso de la reaccion de Liebermann-Buchard la reaccién dio color azul
lo que indica presencia de estructuras esteroidales.

Los extractos alcoholico o etandlicos muestran la presencia de flavonoides, alcaloides y taninos del tipo
pirogalotanicos por el desarrollo de coloraciéon azul intensa en la reaccién de cloruro de férrico. Los
extractos acuosos, muestran la presencia de todas las familias de compuestos ensayadas con excepcion
de saponinas. Al igual que en el extracto etandlico, el cloruro férrico dio coloracion azul intensa por lo que
se asume presencia de taninos del tipo pirogalotanicos.

Todos los extractos mostraron la presencia de alcaloides y aunque aumenta el potencial téxico de los
extractos, son de gran interés farmacoldégico, alimenticio y cosmético.

Seleccion del Tipo de Extracto y Clones de Hoja de Maqui

Se busca seleccionar un tipo de extracto y clones que demuestren los mejores resultados en los
parametros evaluados de Polifenoles totales y Capacidad antioxidantes, expresada como DPPH, para
posteriormente continuar con la generacién del prototipo de aditivo antioxidante. Los resultados se
detallan en las Figura 2 y 3, respectivamente.

Respecto a los polifenoles totales presentados en la Figura 2, el analisis de las muestras del extracto
acuoso indica que no hay diferencias entre los clones (p-valor = 0,470), pero que si existen estas
diferencias en el extracto etandlico (p-valor = 0,006).

El analisis post hoc se realiz6 utilizando los Test de Rangos Mdltiples - Prueba de Tukey. Se evidencié
gue los clones diferentes y superiores corresponden al PLG2 y PLG3 con 95,86 mg/g y 97,76 mg/g de
hoja, respectivamente.

Extracto Acuoso Extracto Etandlico
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Figura 2. Concentracion media de polifenoles totales en los clones analizados. (Letras
distintas indican diferencias significativas, Prueba de Tukey, a = 0,05).

En la Figura 3, se muestra la capacidad inhibicion de los oxidantes o capacidad antioxidante expresada
en concentracion de DPPH, al analizar las muestras del extracto acuoso se puede ver que no hay
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diferencias entre los 5 clones (p-valor = 0.104), pero que si existen estas diferencias en el extracto
etandlico (p-valor = 0.04).

Extracto Acuoso Extracto Etandlico
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Clones de Maqui
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Figura 3. Concentracién de DPPH equivalente a la capacidad antioxidante en los clones o
capacidad de inhibicion de los oxidantes analizados. (Letras distintas indican diferencias
significativas, Prueba de Tukey, a = 0,05).

Para determinar aquellos que son significativamente diferentes unas de otras, se realizé los Tests de
Rangos Multiples- Prueba de Tukey. Se evidenci6 que los clones diferentes y superiores corresponden a
PLG1, PLG2 y PLG3, presentando un mayor valor de inhibicion.

De acuerdo con estos resultados se selecciond el extracto etandlico y el clon PLG3.
Cuantificacion de Polifenoles Totales y DPPH en Extractos de Hoja de Maqui

Al comparar las concentraciones de polifenoles totales en el extracto seco resuspendido en agua con los
extractos acuoso y etandlico del clon PLG3 (Figura 4), se observa que el tratamiento térmico disminuye la
concentracion de polifenoles totales en un 46% con respecto al extracto etandlico y que aumenta en un
11% con respecto al extracto acuoso. Del mismo modo, la capacidad antioxidante a través del DPPH del
extracto seco resuspendido en agua, presenta una disminucién en un 46% con relacion al extracto
etandlico y un aumento del 46% con el extracto acuoso. Por este motivo, la encapsulacion del extracto se
realiz6 con el extracto etandlico resuspendido en agua.
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Figura 4. Concentracion de polifenoles y DPPH en el clon seleccionado (PLG3). (Letras distintas
indican diferencias significativas en las medias. Prueba de Tukey, a = 0,05).

Generacién de Prototipo de Aditivo Antioxidante

El rendimiento del proceso fue del 68-70%, lo cual es aceptable, pero se puede mejorar optimizando las
condiciones del mismo. El rendimiento del extracto sin material protector (sin maltodextrina) no alcanzé al
30%.

Para la generacion del hito de obtencién de 50 g de polvo de hojas de maqui, se resuspendié el extracto
evaporado en 150 mL de agua, obteniendo alrededor de 4°Brix, por lo que fue necesario unos 3,7 L de
muestra resuspendida. Adicionalmente, se evalué el contenido de polifenoles totales (PT) y capacidad
antioxidante (DPPH) del prototipo de aditivo antioxidante encapsulado con maltodextrina (MD) y sin
maltodextrina. Los resultados se detallan en la Figura 5.

Al comparar los resultados de polifenoles totales y capacidad antioxidante DPPH entre las microcipsulas
con y sin maltodextrina (MD) (Figura 5), se observa que hay igual concentracion de PT en ambos
formatos. En cuando a la capacidad antioxidante (DPPH) de observan diferencias, siendo el formato de
microcapsulas sin MD el que presenta mayor concentracion (Figura 5). Sin embargo, al considerar el
rendimiento del proceso de secado, se evidencia un mayor rendimiento en las capsulas con MD (68 al
70%), que en las cpsulas sin MD (30%). Por la tanto, el formato encapsulado con MD es seleccionado
para la generacioén del prototipo de aditivo antioxidante.

Al comparar la concentracion de polifenoles totales y capacidad antioxidante DPPH, entre el extracto
seco resuspendido en agua (Figuras 3 y 4) y el extracto encapsulado con maltodextrina (Figura 5), se
observa que el tratamiento térmico de secado por “spray”, disminuye la concentracion de polifenoles
totales y de DPPH en un 40% y 75%, respectivamente. Se evidencia una vez mas el efecto del calor
sobre las concentraciones de PT y DPPH. Por lo tanto, se hace necesario optimizar el proceso de secado
para obtener una mayor concentracion de compuestos antioxidante en el prototipo de aditivo.
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Figura 5. Concentracion de DPPH y polifenoles totales en extracto encapsulado con y sin
maltodextrina (MD). (Letras distintas indican diferencias significativas en las medias, Prueba de
Tukey, a = 0,05).

Evaluacion In Vivo del Efecto Antioxidante del Extracto de Hoja de Maqui (PGL3)
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Figura 6. Grafico obtenido mediante el estimador Kaplan-Meier que mide la funciéon de
supervivencia acumulada en el tiempo. La linea verde corresponde a la muestra con el
extracto seco resuspendido en H20 (EEHM). La linea azul corresponde a la muestra
control sin el producto. La linea roja corresponde al control positivo con el antioxidante
quercetina a una concentracion de 200 pM. Las lineas punteadas, corresponden al
“Survival Probability Estimates” (SEM).
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Cuadro 4. Efecto antioxidante del extracto etandlico de hoja de maqui en el modelo del nematodo Caenorhabditis
elegans

Esperanza . . Supervivencia
de vida TR I sobre el p-value
Tratamientos Concentracion - SEM (n)(*) Significancia
media (%) control **)
(h) (%)
0,3221
Control - 0 3 (199) NA NA N.A
Control + 200 M 4 0(’23223)4 20% <0,0001
2,9 (mg/g sol. 0,3511 o -

EEHM tot. extracto) 5 (201) 40% < 0,0001

(*) Numero de individuos. (**) p-valor < 0,05 log-rank. NA: No aplica. (****) Muy significativo

Se observa diferencia significativa al comparar el extracto etanolico de hoja de maqui con la condicion
control, lo que se traduce en un 40% de aumento en la sobrevivencia de los nematodos expuesto al
agente estresor.

Prototipo Etiquetado

Los resultados para el prototipo etiquetado, PLG3, se muestran en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Informacion nutricional, complementado con cantidad
de polifenoles totales y DPPH, para el Clon PGL3

Porciones por envase: 100 g

Energia (Kcal) 390,0
Proteinas (g) 0,7
Grasa total (g) 0,7
Hidratos de Carbono disponibles (g) 95,1
AzUcar total (g) 10,9
Sodio (mg) 7,9
Polifenoles totales (mg/g sélidos totales) 81,0
DPPH (mg de trolox/g sélidos totales) 75,0

DISCUSION

El objetivo de la primera fase del Programa de Mejoramiento Genético (PMG) de maqui de la empresa
Plangen (Ipinza et al., 2020), es aumentar la productividad frutal; por lo mismo el tamafio del fruto, la
relacién pulpa semilla y la tolerancia a plagas y enfermedades son las caracteristicas mas importantes.
En una segunda etapa, una vez mejorada la productividad de la biomasa del fruto, los principales rasgos
a mejorar son la cantidad de polifenoles y la capacidad antioxidante de los frutos.

Dada la riqueza de fitoquimicos bioactivos como alcaloides y polifenoles que presenta la planta de maqui,
la cual esta demostrada en mas de 270 publicacién cientificas sobre Aristotelia chilensis en el sistema
SCOPUS (https://www.scopus.com/sources.uri?zone=TopNavBar&origin=searchauthorfreelookup), se
abren muchas expectativas, en especial por el uso de las hojas, ya que estan siempre disponible, por su
caracteristica de ser una especie perennifolia o siempreverde. Ademas, como lo ha demostrado Rubilar
et al. (2011) y Mufioz et al. (2011) las hojas tienen un mayor contenido total de polifenoles y capacidad
antioxidante que las bayas de maqui (Rivera-Tovar et al., 2019). Es por esta razén que el programa de
mejoramiento de la empresa Plangen propone utilizar las plantas de maqui en forma integral, usando los
mejores clones productivos en relacion al fruto, y que demuestran que sus hojas exhiben una gran
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variabilidad en la cantidad de polifenoles y capacidad antioxidante, esto Ultimo es especialmente (til para
la alimentacion animal.

El programa de mejoramiento genético exhibe un enfoque bioeconémico, aborda la busqueda de un
procedimiento para utilizar las hojas, consideradas hasta la fecha como un desecho del cultivo industrial
del maqui. De acuerdo a Vidal et al. (2013) la tecnologia de la microencapsulacién de concentrados de
extracto de hojas es una apropiada alternativa para el aprovechamiento de estos compuestos bioactivos,
permitiendo la diversificacién productiva de los sistemas de aprovechamiento de esta especie.

El proceso se inicia considerando cinco clones selectos desde el punto de vista productivo de sus bayas
y originados a través del Programa de Mejoramiento Genético de la empresa Plangen. A sus hojas
frescas y sin evidencia de dafio bibtico, se las somete a un andlisis fisico-quimico, fundamentalmente de
la humedad y contenido de cenizas. En este trabajo se demuestra que tanto la humedad como las
cenizas, estan muy por debajo de los limites reglamentarios establecidos por la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud), luego estos valores encontrados en las hojas frescas de maqui hacen que sea
apropiadas, inicialmente, para la preparacién de extractos y para su utilizacion como hoja en polvo, lo
cual refrenda la capacidad del maqui de ser utilizado como suplemento alimenticio mediante un bajo nivel
tecnoldgico.

Cada uno de los cinco clones fue sometido a tres extracciones sucesivas primero de éter etilico, etanol y
finalmente de agua. Cada extracto y cada clon se sometié a una bateria de pruebas fitoquimicas para
determinar presencia 0 ausencia de: aceites y grasas, alcaloides, tri terpenos, azucares reductores,
saponinas, fenoles y taninos, flavonoides y polisacaridos, usando diferentes métodos de ensayo (Cuadro
3). Los resultados muestran que no hay diferencias en las familias de compuestos quimicos encontrados
entre los distintos clones de las hojas de maqui. Excepto para el contenido de azucares reductores
medido en el extracto alcohdlico usando el método de ensayo Fehling. Se puede observar una ausencia
en azucares reductores en la mayoria de los clones, mientras que el Clon PLG3 presenta una respuesta
positiva. Esto explicaria los ° Brix encontrados en la solucién resuspendida en agua para la obtencion de
50 g de polvo de hojas de maqui.

Luego se establecieron unas pruebas para elegir el mejor clon para ser utilizado en la generacion del
prototipo micro encapsulado, lo que implica un uso de la capacidad antioxidante del maqui con un mayor
nivel tecnoldgico. Para cada clon se usaron dos extractos, acuoso y etanodlico, y se cuantificé los
polifenoles totales y su capacidad antioxidante. Para la concentracion de polifenoles, el extracto etanélico
presenté diferencias significativas en relacion al acuoso. En el extracto etandlico el clon PLG3 es el que
exhibe un mayor valor y esta concentracion de polifenoles es de 97,76 mg/g de hoja. Por el contrario, el
clon que presenta el menor valor corresponde al clon PGL4 con un valor de 78,65 mg/g de hoja,
evidenciandose una diferencia de 19,11 mg/g de hoja.

En relacién a la capacidad antioxidante, que mide el porcentaje de inhibicién de los oxidante, medido en
DPPH, el extracto etandélico fue mucho mayor que el acuoso. Dentro del extracto etandlico el clon con
mayor DPPH es nuevamente el clon PGL3, con un valor de concentracién de DPPH de 23,46 mg/g de
hoja, contrario a los 18,81 + 3,67 exhibidos por el clon PGL4 siendo este el de menor rendimiento, con
una diferencia de 4,65 mg/g de hoja.

La concentracion de polifenoles totales en el clon PGL3 es en promedio 246,82 mg/ g de solidos totales
del extracto. La concentracion de DPPH promedio en el mismo clon es de 579,34 mg trolox/ g sélidos
totales del extracto.

Los resultados sugieren que existe una importante variabilidad en la cantidad de polifenoles totales y su
capacidad antioxidante, lo cual es una oportunidad para el Programa de Mejoramiento Genético de la
empresa Plangen de generar clones de alto rendimiento para estos compuestos quimicos, cuyo interés
radica particularmente en la alimentacion animal, pero que también son Uutiles para el sector
farmacolégico, alimentario y cosmético, en general. Las empresas que componen estos sectores,
alertadas por el demostrado potencial riesgo para la salud humana (citotoxicidad y carcinogénesis) de
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algunos antioxidantes sintéticos, han renovado el interés industrial por la bdsqueda y el desarrollo de
sustancias antioxidantes, pero de origen natural (Stoia & Oancea, 2022).

Debido a que el prototipo requiere que la muestra se encuentre en medio acuoso para su posterior
secado y que la mayor concentracion de polifenoles y por ende de la actividad antioxidante también se
encuentra en el extracto etandlico, se procede a secarla, obteniendo un polvo el cual es resuspendido en
agua. Quispe-Fuente et al. (2018) demostraron que la aplicacion de cualquier método de secado da como
resultado un producto final con buenos niveles de compuestos fendlicos. En este punto es importante
destacar que el tratamiento térmico disminuye la concentracion de polifenoles y de DPPH en un 54%, sin
embargo, pese a esta disminucién sigue estando en un nivel superior en relacién con el extracto acuoso.

Cuando se intenta conservar compuestos bioactivos termolabiles puede ser interesante utilizar la crio
concentracién, que es una combinacién de técnicas de congelacion — centrifugaciéon que permite obtener
concentrados con un mayor contenido de compuestos bioactivos que los métodos tradicionales de
concentracién (Bastias et al., 2019).

No obstante, para la generacion del prototipo antioxidante se procedié a evaluar el proceso de secado en
“spray”. Al considerar la temperatura de entrada al secador y la concentracion de un agente protector de
pared (la maltodextrina), el rendimiento del proceso considerando este material protector es del 68-70%.
El rendimiento del extracto sin material protector, es decir sin maltodextrina, no alcanzé el 30%. Esto
indudablemente permite un aumento de la capacidad antioxidante del prototipo.

También se investig6 si este material protector tenia alguna influencia sobre el contenido de polifenoles
totales y la capacidad antioxidante del material micro encapsulado. En el caso de la concentraciéon de
polifenoles en el extracto micro encapsulado, con o sin maltodextrina, se comprobé que no hay
diferencias entre ambos factores. En cambio, en la capacidad de antioxidante, medida como
concentracién de DPPH en extracto encapsulado, la opcidén sin maltodextrina es la que presento la mayor
concentracién.

Al considerar el rendimiento del proceso de secado se evidenci6 un mayor rendimiento en las
microcapsulas con maltodextrina, siendo finalmente este protector el que se utiliza para la generacion del
prototipo con el clon PLG3.

Debido a los alto niveles de polifenoles totales y su capacidad antioxidante, el polvo de maqui se puede
utilizar como ingrediente para la elaboracién de producto carnicos con etiqueta limpia (Velazquez et al.,
2022) y de esta forma reemplazar a los antioxidantes sintéticos. También Sette et al. (2022) indican que
el polvo puede ser utilizado en forma directa como ingrediente para la elaboracion de alimento para
diabéticos y mezclas sin gluten.

Para que esté completo el desarrollo del prototipo es necesario realizar una prueba in vivo del efecto
antioxidante del extracto de la hoja de maqui, en este caso del clon PLG3. Para esta prueba se consideré
el modelo bioldgico del nematodo Caenorhabditis elegans. La prueba consiste en someter al nematodo a
un estrés oxidativo mediante juglona al 20%.

El experimento indicé que el extracto resuspendido a 2,9 mg/g de solidos totales, aument6 en un 40% la
supervivencia de los nematodos expuestos al agente oxidante, en relacién al control, agregando asi un
control de calidad de los compuestos bioactivos de la hoja de maqui. Esta prueba es un importante
indicador, ya que el nematodo se ha convertido en un sistema modelo animal muy estudiado, que posee
elevada similitud con el genoma humano (40% de homologia) y donde alrededor de 2/3 de los genes
implicados en las enfermedades humanas estdn también presentes en el nematodo.

El prototipo es etiguetado mediante una caracterizacién quimico nutricional y los niveles finales de los
polifenoles totales es de 81 mg/g de sélidos totales y su capacidad antioxidante expresada en DPPH es
de 75 mg de trolox/g solidos totales. Esta tecnologia de microencapsulacion es una alternativa muy
promisoria para estabilizar factores de estrés y proteger ingredientes o aditivos alimentarios, que incluyen
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principios bioactivos ambientalmente sensibles, en matrices protectoras para aumentar su funcionalidad y
vida atil (Vidal et al., 2013).

CONCLUSIONES

El Programa de Mejoramiento Genético de maqui de la empresa Plangen permite un uso integral tanto de
fruto como del material foliar.

Existen diferencias significativas en la cantidad de polifenoles totales y la capacidad antioxidante en los
extractos foliares de los clones de maqui utilizados en este estudio. Siendo los extractos etandlicos los
que permiten extraer la mayor cantidad de polifenoles y una mayor capacidad antioxidante.

Se logré generar un prototipo de aditivo antioxidante a partir de las hojas antes consideradas de desecho
0 descarte de maqui.

El prototipo fue generado y presenta actividad antioxidante tanto in vitro como in vivo.

Se observa que el tratamiento térmico de secado por “spray” disminuye la concentracion de polifenoles y
de DPPH en un 40% y un 75%, respectivamente. Por lo tanto, es imperativo investigar esquemas de
optimizacién del proceso de secado, que permitan maximizar la cantidad de polifenoles totales y la
capacidad antioxidante en las muestras.

La cantidad de polifenoles totales y la capacidad antioxidante de muestras foliares de maqui generados
en este estudio complementan el prototipo de etiquetado nutricional generado.

La generacién de este prototipo abre interesantes perspectivas de uso de las hojas de maqui en la
suplementacion de la alimentacién animal, en especial en el remplazo de antioxidantes sintéticos.
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