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RESUMEN

Introduccion: los vinagres producidos durante la pirolisis de Guadua angustifolia
Kunth, son una fuente de compuestos fendlicos con alta actividad antioxidante; en
la literatura se reporta que se han logrado extraer cerca de 400 compuestos de
interés de especies similares, con aplicacion farmacéutica, cosmética y alimentaria.
Debido a este potencial, la guadua representa una importante alternativa de
desarrollo cientifico, tecnolégico y econémico.

Objetivos: identificar los compuestos fendlicos del vinagre de guadua, investigar
su capacidad antioxidante y medir la eficiencia del proceso de refinacién para
incorporar el vinagre refinado en una formulacién alimenticia.

Métodos: el vinagre se guadua se caracterizé por cromatografia de gases y luego
se sometid a un proceso de destilacion fraccionado y a un proceso enzimatico para
eliminar compuestos tdxicos. Posteriormente se usaron diferentes concentraciones
de vinagre refinado y de maltodextrina para la elaboracion de las diferentes
formulaciones. La actividad antioxidante en las formulaciones se determiné por los
métodos ABTS y DPPH, y la concentracion de siringol se cuantific6 por HPLC.
Resultados: los procesos de refinacion lograron eliminar los compuestos toxicos
casi en su totalidad. Las formulaciones alimenticias preparadas sobre la base de
vinagre de guadua presentan una actividad antioxidante hasta de 940,16 umol/L.
La concentracion de siringol en las formulaciones oscila entre 20 y 100 ppm.
Conclusiones: se logré incorporar el vinagre de guadua en el desarrollo de una
bebida alimenticia con propiedades antioxidantes. La actividad antioxidante resulto
10 veces mayor que las bebidas comerciales.

Palabras clave: Guadua angustifolia Kunth, vinagre, actividad antioxidante,
alimentos.
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ABSTRACT

Introduction: the vinegars produced during the pyrolysis of Guadua angustifolia
Kunth, are a source of phenolic compounds with high antioxidant activity. There are
reports in the international literature about the extraction of nearly 400 compounds
from other similar species with pharmaceutical, cosmetic and food applications.
Because of this potential, Guadua is an important alternative for scientific,
technological and economic development.

Objectives: to identify the phenolic compounds from guadua vinegar, to further
investigate their antioxidant capacity and to measure the efficiency of the refining
process to incorporate the refined vinegar into the food formulation.

Methods: guadua vinegar was characterized through the gas chromatography
technique and then was subjected to a fractional distillation process and to an
enzymatic process for removing toxic compounds. Afterwards, different
concentrations of maltodextrin and refined vinegar were used to make the
formulations. Antioxidant activity in the formulations was determined by the ABTS
and DPPH methods and the concentration of syringol was measured by HPLC.
Results: the refining process managed to eliminate almost all the toxic
compounds. The food formulations with guadua vinegar had antioxidant activity of
up 940.16 pmol/L. The syringol concentration in the formulations ranged 20 to 100
ppm.

Conclusions: it was possible to incorporate guadua vinegar in the preparation of a
food beverage with antioxidant properties. The antioxidant activity of this beverage
was 10 times greater than that of the commercial ones.

Key words: Guadua angustifolia Kunth, vinegar, antioxidant activity, food.

INTRODUCCION

Los antioxidantes son compuestos naturales protectores que estan presentes en
plantas, vegetales, frutas, verduras y en diversas bebidas. El organismo humano
posee un sistema antioxidante endégeno mediado por diversas enzimas como la
catalasa, la superéxido dismutasa, la glutatién peroxidasa, entre otras, sin
embargo, en algunas ocasiones, este mecanismo de defensa no es suficiente, por lo
que es necesario la ingestion de antioxidantes exdégenos mediante la alimentaciéon o
en forma de suplementos.*™®

Cuando el equilibrio entre antioxidantes y pro-oxidantes en el organismo humano
se altera y las defensas totales antioxidantes fallan o se incrementa la produccion
de radicales libres los cuales son moléculas altamente reactivas e inestables, se
produce una situacion de estrés oxidativo; este puede producir mutaciones en las
bases del ADN, oxidar proteinas, peroxidacion lipidica, que causan dafio en la
membrana celular. igualmente, este mecanismo esta asociado a la capacidad de los
radicales libres de activar sustancias cancerigenas.*>*°

Las plantas son fuente de compuestos con actividad antioxidante que podrian
contribuir a la proteccion del organismo frente a enfermedades degenerativas como
el cancer y otras. El bambu es una hierba perenne, gigante, arbolada que pertenece
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al grupo de las angiospermas,** al orden monocotiledénea? y se clasifican bajo la
subfamilia Bambusoideae.*>**

El vinagre de bambu se obtiene durante la produccién de carbén por un proceso de
pirolisis. El vapor producido por este proceso es condensado y recolectado como un
liquido marrén-rojizo. Segun varios autores™> 2 el vinagre de bambu refinado puede
procesarse para obtener aromas, conservantes alimenticios y antisépticos. También
se le conocen aplicaciones medicinales para curar alergias, dermatitis, diabetes,
facilitar el crecimiento del cabello y curar el acné;**?* usualmente se encuentra en
varias presentaciones como en polvo, concentrado, refinado, crudo y vinagre sin
aromas. Segun varios autores'®?° el vinagre de bambu se puede fraccionar y de
este se puede obtener una fraccidon organica, una neutra y una fendlica; de las
cuales se destaca la fraccion fendlica que contiene una alta cantidad de compuestos
antioxidantes.

La guadua es una clase de bambu que crece en forma natural en Colombia. Se

considera como una de las plantas nativas mas representativas de los bosques

andinos. Desde hace siglos ha sido utilizada tradicionalmente como material de
construccion, y ahora se ha incrementado su uso debido a la corriente actual de
busqueda de materiales para el desarrollo sostenible.

Segun Mejia y otros,?? el vinagre de guadua se obtiene de la misma manera que el
vinagre de bambi y se compone en 90 % de agua; cuando es deshidratado
contiene 13 % de &cidos organicos, 44 % de compuestos fendlicos, 4 % de
aldehidos, 22 % de compuestos tipo cetonas, 4 % de compuestos alcoholes y
ésteres, y 13 % de otros componentes.

De la industria de la construcciéon y laminados con guadua se generan residuos
como aserrin, astillas y recortes, que actualmente no se les da ningun tipo de
manejo y generan un problema ambiental. El aprovechamiento de los residuos de la
guadua para la produccion de vinagre crea una alternativa que incentiva el
desarrollo sostenible de la cadena de la guadua, porque a partir de este se puede
obtener una materia prima con potencial aplicacion en las industrias farmacéutica y
alimentaria, para el desarrollo de productos de alto valor agregado como alimentos
funcionales y nutracéuticos.

El objetivo general de este trabajo radicd en incorporar el vinagre de guadua en
una formulacién alimenticia, siendo necesario para este cometido la aplicacion de
un sistema de refinacién que permitiera la remocion de algunos compuestos como
el metanol y el fenol. Adicionalmente se evalué la actividad antioxidante de los
extractos del vinagre de guadua y se identificaron algunos de los componentes con
actividad antioxidante presentes en el vinagre.

METODOS
Vinagre de Guadua angustifolia Kunth

El vinagre de Guadua angustifolia Kunth fue comprado a Colguadua, empresa
ubicada en Caicedonia, Valle del cauca (Colombia); obtenido a través de un proceso
de pirolisis que experimentan los culmos de guadua provenientes de un cultivo
tecnificado.
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Caracterizacion de compuestos presentes en el vinagre por cromatografia
gaseosa acoplada a masas (GC-MS)

Muestras de vinagre de guadua con 5 meses de reposo se mezclaron con dietiléter y se
pusieron en agitacion magnética durante 30 min. Pasado el tiempo de agitacion, se
realizé una separacion de fases y la fraccion organica se caracterizd por cromatografia
de gases acoplada a masas con un equipo GC-MS VARIAN 3800 saturno 200 con
detector selectivo de masas VARIAN 3800 y saturno 2000. Columna db-wax cross
bonded carbowax de 30 m de longitud, 0,25 mm de didmetro interno y 0,5 um de
espesor de pelicula. Detector tipo trampa de iones, rango de deteccion: 30 a 400 Da,
ionizacion por impacto electrénico: 70 eV. Temperatura de linea de transparencia 280
°C. Las condiciones del horno eran: inicio a 60 °C durante 2 min, se subi6é a una
velocidad de 5 °C/min hasta 200 °C, se mantuvo a esta temperatura por 15 min. La
temperatura del detector fue 50 °C y la del inyector 250 °C. Se utilizé helio como gas
de arrastre y una relacion split 40:1.

Refinacién de vinagre de Guadua angustifolia Kunth
Eliminacion de metanol

La eliminacion del metanol se realiz6 usando un sistema de destilacion fraccionado
acoplado a un sistema de vacio. El vinagre a refinar se deposité en un balén de
reflujo y se ensamblé todo el sistema de destilacion. Se lleva el sistema hasta

40 °C con agitacién magnética a 200 rpm, posteriormente se estabilizé la
temperatura en 68 °C y el sistema permanecié en estas condiciones durante 10 min
mas. Una vez cumplido todo el tiempo de destilacion, el vinagre se paso6 por un
filtro Whatman y se refrigeré a 2 °C. Por ultimo, se realizé un muestreo del vinagre
refinado y se verificd que la concentracion de metanol se encontrara por debajo de
150 ppm utilizando un equipo de GC-FID (cromatografia gaseosa con detector de
ionizaciéon de llama).

Eliminacién de fenol

El tratamiento enzimatico propuesto para la eliminacion del fenol presente en el
vinagre de G. angustifolia brevemente consistié en poner el vinagre en contacto con
una fenoloxidasa (lacasa obtenida de hongos basidiomicetes),?*?* en un matraz de
reaccién con capacidad para 250 mL. La concentracion de enzima®™? utilizada fue
250 U/L mientras que el vinagre se evalud a tres concentraciones diferentes 5, 10 y
20 %. A continuacidn los matraces se pusieron en agitaciéon orbital por diferentes
intervalos de tiempo en condiciones controladas de temperatura.

Evaluacion toxicolégica de vinagre de guadua refinado
La toxicidad del vinagre se evalué por MB Research Laboratories 1765 Wentz Road.

Una categoria de toxicidad se asignd basada en los resultados de mortalidad y las
sefales de significancia clinica de la toxicidad de acuerdo con el Globally
Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals (GHS).

La prueba se realizé con una dosis administrada oralmente hasta un nivel de
2 000 mg/kg. La dosis se administré a 6 ratas del sexo femenino. Los animales se
observaron a los 15 min, 1, 2, y 4 h luego de la dosis y una vez al dia durante 14 d,
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para evaluar toxicidad, mortalidad y efectos farmacoldgicos. Los animales se
sacrificaron humanamente usando CO,.

Preparaciéon de formulaciones de vinagre de Guadua con maltodextrina

Se prepararon tres soluciones de vinagre a unas concentraciones % v/v,
vinagre:agua, de 5, 10 y 20 %. Cada una de estas soluciones se mezcl6 con
maltodextrina a 30, 45 y 60 % p/v. Las mezclas fueron finalmente sometidas a un
proceso de secado por spray para obtener un polvo blanco que seria la forma
comercial del producto. Para los ensayos de actividad antioxidante y evaluacion
cromatografica se hicieron diluciones de las anteriores soluciones.

Analisis de actividad antioxidante

Se determiné la actividad antioxidante de formulaciones alimenticias sobre la base
de vinagre de guadua en diferentes concentraciones, por los métodos abajo
descritos. Adicionalmente se evalud la actividad antioxidante de dos bebidas
comerciales con proclama antioxidante.

Actividad inhibidora del radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH)

La actividad inhibidora del radical 1,1-difenil-2-picril-hidracilo (DPPH) de las
formulaciones fue determinada siguiendo el método de Cavin y otros.**

Actividad inhibidora del radical 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid) ABTS

La actividad inhibidora del radical 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic
acid) de las formulaciones se determiné siguiendo el método de Re y otros.*®

Determinacion de la concentracion de siringol por HPLC

Se utilizé un equipo HPLC Shimadzu equipado con una bomba de gradiente
cuaternaria (LC-20AD), un detector de arreglo de diodos (SPD-M20A), un
automuestreador (SIL-20A HT), controlado por el software LC Solution. Se us6 una
columna analitica RP-C18 (250 x 4,0 mm d.i., 5 pm tamafio de particula). La
longitud de onda para la deteccion UV fue 270 nm. El flujo de la fase mévil fue de
1.0 ml/min a temperatura ambiente. La fase madvil A fue agua y la fase maovil B
metanol, se usé una elucién por gradiente y un tiempo total de andlisis de 44 min.
El volumen de inyeccién resultd de 20 pL.

Se prepard una curva de calibraciéon de siringol en un rango de 1,0100 75,4086
mg.L™ . La curva fue de 7 niveles y la concentracién de siringol se calculé por el
area bajo la curva del estandar. Las soluciones de trabajo de siringol se prepararon
en agua-metanol y se almacenaron a 4 °C en frascos ambar hasta su uso.

RESULTADOS

En la tabla aparecen varios compuestos de interés entre los cuales se encuentran el
P-guayacol, fenol, siringol, 1,2 bencenodiol a 24,81; 27,83; 33,25y 41,91 min,
respectivamente.
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Tabla. Compuestos volatiles representativos del vinagre de guadua identificados
por cromatografia de gases y espectrometria de masas

Mo. | Tiempo de retencién Compuesto

1 3,26 Metanol

2 13,33 2-ciclopentan-1-ona-2-metil

] 16,82 trans-2-metil-4-hexen-3-ol

4 24,17 2-ciclopenten-1-ona-2-hidroxi-3-metil
5 24,81 p-guayacol

& 25,57 2-ciclopenten-1-ona-3-etil-2-hidraoxi
7 26,79 Fenol-2-metoxi-4-metil

8 27,15 Maltol

=] 27,83 Fenol

10 28,27 Fenol-4-etil-2-metoxi

11 33,25 Siringol

12 35,689 1,2,4-trimetoxibenceno

13 37,65 benceno-1,2,3-trimetoxibenceno-5-metil
14 41,91 1,2-bencenodiol-3metoxi

Eliminaciéon del metanol de vinagre de Guadua

Los resultados por cromatografia de gases y deteccidn por ionizacién de llama
muestran que el método de eliminacién del metanol presente en el vinagre permitio
disminuir la concentracién de metanol hasta 143 mg/L.

En 24 h con una concentracion de enzima de 250 U/L se logr6 la degradacion de
casi la totalidad del fenol presente en el vinagre diluido al 5 % (Fig. 1).

Evaluaciéon de la toxicidad del vinagre de guadua

Las 6 ratas analizadas sobrevivieron a la dosis oral de 2 000 mg/kg. No se
observaron signos fisicos anormales luego de 14 d de exposicion a una dosis de
2 000 mg/kg. Adicionalmente no se aprecian alteraciones fisicas en la necropsia.

Con vinagre de guadua al 10 % se obtuvo una formulaciéon con la mejor actividad
antioxidante de 940,16 pmol/L TEAC (Fig. 2). Concentraciones de maltodextrina
superiores a 45 % interfieren con la determinaciéon de actividad antioxidante.

Perfil cromatografico de formulaciones con vinagre al 10 % y porcentajes
de maltodextrina de 30 a 60 %o

Por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) y con la ayuda de un estandar,
se determind la presencia de siringol, el cual presenta un tiempo de retenciéon de
26 min.

En la figura 3 se muestra la concentracion del siringol cuantificado por HPLC en
diferentes formulaciones con vinagre de guadua entre 5y 20 %, asi como
maltodextrina entre 30 y 60 %.
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Concentracidn de fenol en vinagre postratamiento enzimatico

900 B57,9585436 B47, 1686699

431,5749852 443,4518413

0,0291228

;21961981 34199197 19,04396517
. 81920763 4,1851692 862333601
T _ —1
Blanco 6 h 18 h 24 h

Wvinagre 20 %
Mvinagre 10 %
vinagre 5 %

Fig. 1. Eliminacién de fenol del vinagre de guadua por fenoloxidasa de Ganoderma sp.

Actividad agtiﬂxidante de formulaciones con
Umol/L vinagre de guadua

TEAC

1 000+
9004
800+

7004
600
500-+—
4{]0 . =l B - B . s
300+
2004
100
0 s ; : ;

‘vs B%/M V5 %/M V10 %/M V20 %/M V5 %W‘E
30% 45 % 30 % 30% 45 %
Formulaciones

BDOPPH: 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
BABTS: 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)

Fig. 2. Actividad antioxidante de formulaciones de vinagre de
guadua con maltodextrina.
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Concentracién de siringol

Siringal (ppm) 98,80362

A3 88,10652
23 1 ; 79,32658
70
&0 -
5{3 1 43,96027 41 5401

'—iﬁ' "é'fé'jﬁ_}g e B
3*3 21,8034 20, 52192'

W5 % "'.I"S % W5 % V109% V10% V10 % V20 % V20 % V20 %
M30 % M45 % M0 % M30 % M45 % M6E0 % M30 % M45 % M0 %

Formulaciones de vinagre con maltodextrina

Fig. 3. Concentracion de siringol en diferentes formulaciones vinagre de guadua con
maltodextrina.

La formulacion alimenticia con vinagre de guadua al 5 % y maltodextrina al 30 %
muestra una actividad antioxidante mucho mayor que las bebidas comerciales (Fig. 4).

Actividad antioxidante de bebida sobre la base
de vinagre de guadua vs. bebidas comerciales

Umal/L
TEAC

1 000,00, 940,16
900,00
800,00
700,00
600,00
500,00
400,00
300,00

fEEEE . 6548 3860

!

Formulacion Behida Bebida
con vinagre 10 % comercial 1 comercial 2

Fig. 4. Actividad antioxidante de dos bebidas alimenticias
comerciales y la formulacidn de vinagre de guadua con los
mejores resultados.
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DISCUSION

Los resultados de caracterizacion realizada por cromatografia gaseosa demuestran
que existen varios compuestos con potencial actividad antioxidante dentro del
vinagre de guadua. Sin embargo, varios compuestos que hacen parte del extracto
deben eliminarse para aplicaciones alimenticias, como son el metanol y el fenol
(tabla).

El proceso de refinacién del vinagre de guadua y especificamente la eliminaciéon de
metanol, permitié disminuir los niveles de este compuesto téxico por debajo de 150 ppm.
Esto indica una eliminaciéon superior a 98 % sin un consumo excesivo de energia. De
igual manera, el método propuesto para la eliminacién del fenol por medios
biotecnoldgicos demostr6 ser eficiente. En el vinagre diluido al 5 % se disminuyé el fenol
en 98,93 %. En el vinagre diluido al 10 % se observd un comportamiento semejante al
del vinagre al 5 %, donde la mayor transformacion del fenol se logré en la hora 18,
mientras que para la dilucién al 5 % fue mejor a las 24 h. El vinagre méas concentrado
(20 %) fue el que presentd menor susceptibilidad al efecto de la enzima. La maxima
transformacion se logré de 49,73 % y se obtuvo a las 18 h de reaccion (Fig. 1).

Al incrementarse la concentraciéon del vinagre, la enzima pierde eficiencia en el
proceso de eliminacién del fenol (Fig. 1). Esto puede deberse a una inhibicién por
sustrato como también sucede en otros procesos de eliminacion de fenoles por via
enzimatica.?*?* El aumento del fenol en el proceso de eliminacién enzimatica en las
concentraciones 10 y 20 de vinagre puede deberse a aumento de la concentraciéon
por evaporacion del medio. Experimentos adicionales usando el doble de
concentracion de la enzima (500 U/L), permitieron degradar la totalidad del fenol
en 24 h (datos que no se muestran).

En genera, el tratamiento enzimatico permite disminuir los niveles de fenol hasta
concentraciones inferiores a 5 mg/L, sin alterar la composicién de otras especies
fendlicas gracias a la especificidad de la enzima empleada.

El analisis toxicolégico realizado al vinagre, posterior al proceso de refinaciéon, no
mostré muertes ni signos de deterioro fisico en los animales de experimentacion, lo
cual indica la inocuidad del vinagre de guadua a una dosis de 2 000 mg/kg.

La actividad antioxidante no es directamente proporcional a la concentracion del
vinagre (Fig. 2). El vinagre es una matriz natural con una gran cantidad de
componentes que pueden presentar reacciones sinérgicas o antagoénicas.
Adicionalmente se observé que cantidades de maltodextrina superiores a 45 %
interfieren con las pruebas de captacion de radicales libres, por las técnicas de
DPPH y ABTS.

Por HPLC se cuantificéd la concentracion de siringol en las diferentes formulaciones.
Los resultados encontrados demuestran que no existe una relacion directa entre la
actividad captadora de radicales libres y su concentracion en la formulaciéon. Esto se
debe en parte a que en el vinagre de guadua el siringol no es la Unica molécula con
actividad antioxidante, porque se ha detectado guayacol y muchos mas compuestos
con espectros tipicos de acidos fendlicos con potencial actividad antioxidante, los
cuales han sido empleados en composiciones farmacéuticas o como agentes o
ingredientes de alimentos funcionales.*® El perfil cromatogréafico de las
formulaciones mostré la presencia de un compuesto con bastante intensidad, que
se logro aislar por cromatografia preparativa y aunque no se consigui6 elucidar su
estructura, se sabe que es un compuesto de naturaleza fendlica. Adicionalmente se
evalué su actividad captadora de radicales libres, encontrandose una actividad de
30,9 pmol/L TEAC a una concentracion de 0,235 %.
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Con el vinagre al 10 % se obtuvo una formulacién con la mejor captacion del
radical DPPH de 940,16 umol/L TEAC, actividad muy superior a la hallada en los té
comerciales que fueron preparados para una mejor interpretacion y comparacion de
los resultados de la actividad captadora de radicales libres.

Por dltimo, se puede afirmar que los procesos de refinacién y evaluacién
toxicolégica permitieron hacer la incorporacion del vinagre de guadua en una
formacion alimenticia, con caracteristicas antioxidantes superiores a las de bebidas
comerciales, convirtiéndola en una fuente alternativa de antioxidantes naturales
para contrarrestar el efecto negativo de los radicales libres en el organismo.
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