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RESUMEN

Se evalud la capacidad antioxidante de la fraccion proteica
del fruto de la pifiuela Bromelia spp. mediante diferentes
meétodos. capacidad de captacion de radicales libres por
DPPH y ABTS', €l poder reductor Fe* y quel acion de Cu?.
Se obtuvieron tres extractos del fruto: extracto crudo, ex-
tracto soluble y extracto membranal. Los resultados de-
muestran que los tres extractos tuvieron actividad
antioxidante. Lamayor actividad antioxidante entresdelas
pruebas la presento €l extracto soluble, cuyos IC_; fueron
en concentracion de proteina: 0,27 pg/uL; 0,45 pg/uL y
0,01197 pg/pL para DPPH, ABTS' y poder reductor Fe*,
respectivamente. La actividad quelante de cobre fue mayor
en el extracto membrana con un IC_, en concentracion de
proteina de 0,01305 pg/pL.

Palabras clave: actividad antioxidante, Bromelia spp.,
poder reductor de hierro (111).
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ABSTRACT

Antioxidant activity of protein extract obtained
from bromelia spp. fruit

The antioxidant activity of protein fractions from Bromelia
spp. fruit was eval uated using representative methods: ability
to capture free radicals by DPPH and ABTS +, the reducing
power Fe** and chelation of Cu?. Three fractions from
Bromelia fruit were obtained: crude, soluble and membrane
extract and the antioxidant activity was established for each
fraction. The results showed that the three extracts had
antioxidant activity. However, in soluble extract this activity
was higher, with IC, protein concentrations of 0.27 pg/uL,
0.45 pg/pL y 0.01197 pg/uL for DPPH, ABTS+ and Fe (111)
reducing power, respectively. The chelating activity of copper
was higher in the membrane extract with an IC_ at protein
concentration of 0.01305 pg/uL.

Keywords. antioxidant activity, Bromelia spp., Fe (I11)
reducing power.

INTRODUCCION

Las enfermedades cronicas y neurodegenerativas son
un problemaanivel mundial debido aque se han con-
vertido en laprincipa causade muerte en el mundoy
un importante problema de salud publica por los altos
costos de su tratamiento (1). Enfermedades como el
cancer, Alzheimer, mal de Parkinson, diabetes,
arteriosclerosisy el envejecimiento prematuro, se en-
cuentran relacionadas con €l estrés oxidativo (2). El
estrés oxidativo es un desequilibrio bioquimico propi-
ciado por laproduccion excesivade especiesreactivas,
gue por consecuencia provocan dafio oxidativo alas
macromoléculasy por ende ala célula (3). Enlaac-
tualidad se ha observado que ciertas proteinas y
péptidos son capaces de inhibir la oxidacién lipidica
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por mecanismos especificos, talescomo lainactivacion
de especiesreactivas de oxigeno, estabilizacion deradi-
cales libres, quelaciéon de metales y reduccion de
hidroxiperoxidos (4). Estas molécul as de origen protei -
co pueden contribuir a la capacidad antioxidante
endégenadelacélula, las cuales pueden ser obtenidas
dediferentesalimentos.

Un candidato a poseer proteinas con actividad
antioxidante, esla pifiuela (Bromelia spp.) esta planta
pertenecealafamiliadelasBromeliaceas, lapifiuelaes
unaplantaampliamente distribuidaen Centroaméricay
se puede encontrar en varias partes de México. De la
pulpade estefruto se obtiene unaricafuente de vitami-
nas, minerales y proteinas. En la época prehispanica
los mayas utilizaban el fruto como agente terapéutico
por sus propiedades: antihelminticas, antitusivasy con-
traenfermedadesrespiratorias (5). Por lo cua el objeti-
vo del presente estudio fue evaluar la actividad
antioxidante del extracto proteico del fruto deBromelia

SPP.
MATERIALESY METODOS

Los frutos de pifiuel a fueron col ectados en el mercado
municipa de Mérida, Yucatan. Estos se limpiaron, se
les elimind la pelusa de la céascara, se desinfectaron'y
almacenaron a-80 °C.

A losfrutosselesretiraron lacascaray las semillas, la
pulpa fue triturada y homogenizada en solucion tam-
pon de extraccion (100 mM Tris-HCI pH 7,5; 10 mM
NaCl; 10 mM decisteinay 1,5 pg/mL de leupepting).
El extracto fuefiltrado con el fin de eliminar las parti-
culas de mayor tamario, posteriormente el extracto fue
centrifugado 16 000 g a4 °C durante 30 min, se recu-
pero el sobrenadante denominado extracto crudo (EC)
y sevolvié a centrifugar a 100 000 g durante 45 min
para separar la fraccion soluble de la membrana; se
recupero6 el sobrenadante a cual se denomind extracto
soluble (ES) y lapastillase resuspendio en lasolucion
tampon de extracciony sedenomind extracto membranal
(EM) (6).

El contenido de proteinadel extracto proteico se deter-
mind por el método de Bradford (7). El perfil proteico
fue realizado seguin lo reportado anteriormente (8). El
cual consistio en usar un sistema SDS-PAGE a 15 %.

La electroforesis se llevo a cabo a 80 V durante 2 h.
Transcurrido el tiempo de corrida, el gel se tifid con
nitrato de plata.

A travésdelacaptacion del radical DPPH se cuantifico
lacapacidad de los extractos para estabilizar €l radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), siguiendo lame-
todologia propuesta (9). A 100 pL de cada uno de los
extractosseleadicion6 1 mL de DPPH (0,1 mM) dilui-
do en alcohol etilico a 96 %, se incubo a temperatura
ambiente durante 30 min 'y se midio la absorbancia a
517 nm. El porcentaje de captacion deradicales DPPH
secalculé como sigue:

AB—-AM
% Captacion de radicales DPPH = x 100
AB

AB = absorbanciadel blanco AM = absorbanciadela
muestra

Se cuantificd lacapacidad de captacion deradicalesli-
bres de |os extractos para estabilizar €l radical ABTS
[2,2'-azinobis (3-€til-benzotiazolin-6 &cido sulfénico)]
siguiendo lametodol ogia propuesta anteriormente (10)
y utilizando vitamina E como antioxidante estandar. Los
extractosfueron diluidos conforme alas concentracio-
nes de la curva de calibracion con buffer de fosfatos
(pH 7,4). Semezclaron 10 pL delasmuestrasdiluidas,
con 990 pL del radical ABTS', se determind la
absorbancia a 734 nm después de 7 min de reaccion.
Losvaoresde TEAC secalcularon apartir delacurva
de calibracion y se expresaron como equivalentes de
Trolox. El porcentaje deinhibicion se calcul 6 segunlas
siguientes ecuaciones:

% |E = [(AB- AT)/AB] x 100%
IM =[(AB-AM)/AB] x 100
CAET = (%IM/m)—-b

AB = absorbancia del blanco a tiempo cero
AT = absorbancia del Trolox después de 1y 6 min
AM = absorbanciade lamuestradespuésde 1y 6 min
% |E = porcentaje de inhibicion de los estandares
% IM = porcentaje de inhibicion de la muestra
m = pendiente de la curva estandar de Trolox
b =intercepto delacurvaestandar de Trolox.
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El poder reductor de Fe* de |os extractos proteicos se
determin6 mediante unametodol ogiadescrita(11). Los
extractos se diluyeron en solucion tampon defosfatos
(0,2 M; pH 6,6), se mezclaron 250 pL delasdilucio-
nes tampon de fosfatos (250 pL) y ferricianuro de
potasio (250 pL, 1 %), se incubaron a temperatura
constante (50 °C, 20 min), se les adiciond acido
tricloroacético (250 pL, 10 %), la mezcla resultante
se centrifugd (548 g, 10 min); setomd unaalicuotadel
sobrenadante (500 pL) ala cual se agregaron 400 pL
de agua destilada, inmediatamente se agreg6 cloruro
férrico (100 pL; 0,1 %); seincubd a50 °C por 10 min
y se dej6 enfriar durante 10 min. Finalmente se deter-
mino laabsorbanciaa 700 nm. Paradeterminar el por-
centgje de reduccion de Fe (I11) se calcul6 con la si-
guienteformula

AM—-AB
%PR=1" __  (x100
AM

% PR = porcentgjede poder reductor AB = absorbancia
del blanco AM = absorbancia de la muestra.

Para la determinacion de la capacidad quelante de
Cu? de los extractos proteicos se utiliz6 el método
reportado antes (12). Se prepar6 el blanco mezclan-
do 1200 pL de solucién tampdn de acetato de sodio
50 mM (pH 6) y 25 uL de violeta de pirocatecol 4
mM. El control se preparé mezclando con 1 100 pL
de solucion tampon de acetato de sodio 50 mM (pH
6), 100 pL de aguadestilada, 100 pL de solucién pa-
tron de Cu (I1) (40,0 mg/mL) y 25 uL de violeta de
pirocatecol 4 mM. La muestra se preparé con 1 000
ML de soluciéntampdn de acetato de sodio 50 mM (pH
6), 100 uL de solucion patronde Cu (I1) (40 mg/mL) y
25 uL devioletade pirocatecol 4 mM, se dejé reaccio-
nar durante 5 min a temperatura ambiente y luego se
anadieron 100 mL de muestra. Si la muestratiene ca-
pacidad quelante se produce una disminucién de la
absorbancia a 632 nm. Se calcula el porcentgje de ca-
pacidad quel ante como sigue:

1-AbsVPCuM
x100

%CQ={
AbsVPCu
% CQ = porcentaje de capacidad quelante.

AbsVPCuM = absorbanciadel complejo devioletade
piracatecol-Cu (I1) en presenciade muestra.

AbsVPCu = absorbancia del complejo de violeta de
pirocatecol-Cu (11).

RESULTADOS Y DISCUSION

Del fruto de la pifiuela se obtuvieron tres tipos de ex-
tractos: el extracto crudo, el extracto solubley el ex-
tracto membranal, cuyas concentraciones de proteina
fueron 2,224; 1,983y 1,023 mg/mL, respectivamente.
Los extractos fueron analizados mediante un sistema
electroforético SDS-PAGE (Fig. 1). El extracto crudoy
el soluble presentaron un perfil proteico similar, esto es
debido a que lamayor parte de |as proteinas son solu-
bles; se pueden visualizar bandasde 12, 15y 24 KDay
un grupo de proteinas menores a 10 KDa. El perfil
proteico del extracto membranal no presenta bandas
bien definidasy se observaun ensanchamiento que pue-
de ser debido alapresenciade compuestos no proteicos.
Labandade 24 kDahas do detectadaen otrasBromelias
de lafamilia como es el caso de B. pinguin, en laque
se reportaron cuatro proteinas de tipo endopeptidasa
cisteinicas que van de 23,23 a 23,68 kDa (13). Tam-
bién se han reportado proteasas con pesos molecul ares
25 kDay 24 kDa en extractos acuosos de B. balan-
ceay B. hierony Mez (14), esto indica que proteasas
de bajo peso molecular son caracteristicas del género
Bromelia.

L acapacidad antioxidante delos extractosfue determi-
nada por cuatro métodos diferentes: DPPH y ABTS
(basados en su capacidad de captacion deradicales li-
bres), poder reductor de Fe** y quelacion de Cu?.

M EC ES EM

170 kD

35 kDa —=

25 kDa

15 kDa

10 kDa

Fig. 1. Perfil proteico delosextractosdel fruto de
Bromelia spp. SDS-PAGE al 15% de
poliacrilamida. Carril (M) Marcador depeso
molecular page, (EC) extracto crudo, (ES) extracto
solubley (EM) extracto membranal.
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La Fig. 2 muestra los resultados de la captacion de
radicales libres DPPH, con estos datos se calcul6 €
I C,,, (concentracion minimaparainhibir el 50 % delos
radicales) de DPPH para cada uno de los extractos,
donde se puede observar que el extracto soluble mues-
tra una mayor actividad que los otros dos extractos
dando unvalor delC, de0,27 ug/uL deproteina, enel
caso del extracto crudo y del membranal fue de 0,63y
0,452 pg/pL de proteina, respectivamente. Con el mé-
todo de captacion de radicales ABTS' se calculé la
capacidad antioxidante equivalente de trolox (TEAC)
en mM/ug de proteina, los valores estan reportados en
la Tabla 1. Ademas se reportan las concentraciones
IC,, paralos extractos. EI comportamiento es similar
a del DPPH ya que e extracto soluble presenta una
mayor actividad antioxidante quelosextractoscrudoy
membranal. En las proteinas la capacidad de capta-
cion deradicaleslibres parece estar relacionadacon la
presencia de aminoacidos como tirosina, metionina,
histiding, lisinay triptéfano los cuales han presentado
actividad antioxidante en diversos estudios (15).

Por otro lado, €l poder reductor es definido como la
habilidad de un compuesto parareducir el Fe** aFe* lo
cua indicalacapacidad de actuar como antioxidante al
donar electrones. Asimismo, un incremento en la

100.0
ED.O
BO.0

40.0

Captacién de radical DPPFH

.o

[iXi]

bi odisponibilidad de aminoacidoslibres eiones de hi-
dr6geno durante ladigestion provee unafuente adicio-
nal de protonesy electrones paramantener un alto po-
tencia de Oxido-reduccion. En laFig. 3 puede obser-
varse el comportamiento del poder reductor delostres
diferentes extractos proteicos en concentraciones que
van de 0,010 a0,050 pg/uL. LosIC,_; tuvieron valores
de 0,01197 a 0,024 pg/pL, € ES present6 la menor
concentracion de | C_ por lo que tiene un mayor poder
reductor. Esto podria explicarse por la composicion
aminoacidicadel extracto.

La capacidad quelante de Cu?* es otro método para
determinar laactividad antioxidante. LaFig. 4 presenta
losresultados de la capacidad de quel acion de cobre de
lostres extractos, en donde se puede observar queel €
EM present6 una mayor actividad quelante, ya que el
IC,, fuede0,1305 ug/uL, laactividad quelante del ES
fue ligeramente menor con un IC_, de 0,01715 pug/uL.
El cobre esunion metdlico fisiol égicamenteimportante
que puede jugar un rol significativo en la degradacion
endégenadel ADN y en el dafio alipidosinvolucrados
en el proceso del envejecimiento, en desérdenes
neurodegenerativosy cancer (16). Laquelacion de co-
bre podria deberse a incremento de la exposicion a
ciertosaminoécidos como lahistidina(17).

—+—Extracto cruda
=—Extracto soluble

Extracto membranal

0.10 0.19 0.20 0.22 0.29 0.33 0.38 040 0.44 0.48 0.55 0.60 0.66 0.80 1.00
Concentracidn de proteina (pg/pL)

Fig. 2. Valoresde | C_ en la actividad de captacion deradicales DPPH del extracto crudo (EC), extracto
soluble (ES) y extracto membranal (EM) de Bromelia spp.

Tabla 1. Valoresdela capacidad antioxidantes equivalentesatrolox del extracto crudo (EC), extracto
soluble (ES) y extracto membranal (EM) de Bromelia spp.

Extracto TEAC (mM/ug de 1Cso (ug{uL de
proteina) proteina)
EC 1,235 0,60
ES 1,212 0,45
EM 2,909 0,47
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Fig. 3. Valoresde | C, en la actividad de poder reductor de Fe** del extracto crudo (EC), extracto
soluble (ES) y extracto membranal (EM) de Bromelia spp.
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Fig. 4. ValoresdeC_ en laactividad de quelacion de Cu* del extracto crudo (EC), extracto soluble

CONCLUSIONES

Los tres extractos proteicos que se obtuvieron de la

pulpa del fruto de Bromelia

antioxidante por los cuatro métodos empleados, siendo
el extracto soluble el que presenté mayor actividad
antioxidante en tres de los cuatro métodos. Estos son
los primeros resultados de la capacidad antioxidante de
los compuestos proteicos del fruto de la pifiuela que

podrian darle un uso potenci
nal.
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