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RESUMEN 

 

Colombia produce una amplia gama de frutas tropicales, de las cuales existen muy 

pocos estudios químicos. La investigación en el campo de los pigmentos naturales 

provenientes de frutas,  permite establecer el potencial de ellas como alimento con 

propiedades biofuncionales y el desarrollo de productos con valor agregado que 

puedan ser usados como colorantes naturales. En este trabajo se realizó el análisis 

cualitativo y cuantitativo de los pigmentos antocianicos en cuatro frutas tropicales 

colombianas: uva de árbol (Myrciaria aff cauliflora (Mart.)D.Bery), coral 

(Hyeronima macrocarpa Mull. Arg), mora pequeña (Rubus megalococcus Focke) y 

motilón (Hyeronima macrocarpa Mull. Arg). Se obtuvieron los extractos 

enriquecidos en antocianinas (AREs) por adsorción selectiva sobre Amberlita XAD-7 

del extracto metanólico de las frutas. Estos extractos se analizaron por cromatografía 

líquida acoplada a un detector de arreglo de diodos (LC-DAD) y cromatografía 

líquida acoplada a espectrometría de masas con interfase electrospray (LC/MS-ESI). 

Estos análisis junto con la coinyección con patrones permitieron elucidar la estructura 

de la mayoría de los compuestos. La cuantificación se realizó mediante el método de 

estándar externo. 

 

Los análisis realizados en el coral y el motilón, confirmaron  la presencia de la 

antocianina delfinidina-3-rutinósido como compuesto mayoritario, seguido por 

delfinidina-3-glucósido, cianidina-3-rutinósido y petunidina-3-rutinósido.  En estas 

dos frutas se identificaron las mismas antocianinas, siendo mucho mayor la 

concentración en el motilón que en el coral.  En la mora pequeña se confirmó la 

presencia de cianidina-3-glucósido como compuesto mayoritario  junto con cianidina-

3-rutinósido; y  en la uva de árbol se identificó la antocianina  cianidina-3-glucósido 

como compuesto mayoritario junto con la antocianina delfinidina-3-glucósido.  
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Posteriormente se evaluó la actividad antioxidante de los extractos de las cuatro frutas 

frente a los radicales libres ABTS y DPPH mediante espectroscopía UV-Vis y EPR 

(Resonancia electrónica paramagnética). Con los resultados de espectroscopía UV-

Vis se determinó que el extracto más activo fue el de motilón, seguido por el de uva, 

coral y mora. El uso de la técnica de EPR permitió seguir el curso de la reacción de 

atrapamiento de los dos radicales libres por las sustancias antioxidantes presentes en 

los AREs, observando una disminución en la concentración de radicales libres con el 

tiempo y una cinética de segundo orden. Al aplicar dicho modelo cinético, se 

confirmó que el extracto más activo frente a los dos radicales libres era el de motilón, 

y que frente al ABTS se encontraban diferencias de actividad más significativas que 

con el DPPH. La técnica de EPR es más exacta porque permite la evaluación directa 

de la cantidad de radicales libres en solución. 

 

Finalmente, se evaluó la estabilidad de los diferentes extractos frente a variaciones de 

pH y durante un periodo de almacenamiento de un mes. Se confirmó que el pH es un 

factor que afecta significativamente el color de los AREs y con base en las medidas 

de colorimetría triestimulo a diferentes pHs (1.5, 3.5, 5.5 y 7.5)  se concluyó que el 

extracto más estable era el de uva de árbol porque se encontraron menores 

variaciones en el croma con respecto a las otras frutas. 

 

 Con estos resultados se comprobó que las frutas estudiadas son una fuente 

promisoria de pigmentos naturales, siendo más interesantes el motilón y la uva de 

árbol debido a su contenido de antocianinas, actividad antioxidante y estabilidad del 

color de los extractos.  
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INTRODUCCION 

 

 

El consumo de frutas y verduras ha demostrado su efectividad en la prevención de 

algunas enfermedades en los seres humanos y en los animales. Las hortalizas, frutas y 

sus semillas son ricas en vitaminas como C y E,  β-caroteno y polifenoles como 

proantocianidinas y antocianinas. Estos compuestos podrían proteger a los 

organismos contra lesiones causadas por radicales libres
1
. 

 

Entre estos compuestos, las antocianinas son pigmentos naturales que se clasifican 

dentro del grupo de los flavonoides. Se encuentran ampliamente distribuidas en la 

naturaleza y son responsables de los colores rojo, violeta y azul de frutas, bayas y 

flores. En las plantas la principal función que cumplen es la de atraer seres vivos  

(principalmente insectos y pájaros) para propósitos de polinización y dispersión de 

semillas
2
. Estos compuestos polifenólicos son solubles en agua, lo cual facilita su 

incorporación en una gran variedad de sistemas alimenticios acuosos. 

 

Recientemente su estudio ha tomado importancia no solo debido a su actividad 

antioxidante sino también a sus posibles beneficios para la salud humana ya que se ha 

relacionado su consumo con la reducción de la incidencia de enfermedades como el 

cáncer, enfermedades cardiovasculares y otras patologías
3
. Por ejemplo algunos 

artículos sugieren que las estructuras químicas de las antocianinas tienen un impacto 

significativo en su actividad biológica, y los datos sugieren que las antocianinas 

monoglicosiladas y no aciladas son los más potentes inhibidores de la proliferación y 

crecimiento de las células de cáncer de colon
4
. Estudios actuales sobre la actividad 

biológica de las antocianinas muestran que estas podrían sustituir algunos fármacos 

usados en el tratamiento de diferentes enfermedades. Es así como el extracto crudo de 

antocianinas de Vaccinium myrtillus fué administrado por vía oral e intravenosa para 

reducir la fragilidad y la permeabilidad capilar de los vasos sanguíneos
5
. Se ha 

demostrado también que fracciones de antocianinas provenientes del vino son 
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efectivas para atrapar especies reactivas del oxígeno (ROS), además de inhibir la 

oxidación de lipoproteínas y la agregación de plaquetas.  

 

A pesar de los beneficios antes mencionados, un tema controversial es la 

biodisponibilidad de las antocianinas en el ser humano, ya que metabólicamente las 

antocianinas parecen ser muy diferentes de otros flavonoides con cantidades de 

excreción mucho mayores en la orina en relación con la cantidad consumida
6
. 

Mientras que la ciencia está empezando a señalar el gran potencial y los beneficios de 

los polifenoles, investigadores de la Universidad de Houston encabezados por el Dr. 

Ming Hu, han expresado que se deben realizar ―investigaciones sobre la 

biodisponibilidad  y utilización de los antioxidantes‖, especialmente polifenoles, con 

el fin de ayudar al éxito en  la implementación de los mismos como agentes quimio-

protectores en el futuro
7
. 

De acuerdo con los datos presentados por la OMS/FAO en el informe sobre la salud 

en el mundo del 2003, la ingesta insuficiente de frutas y verduras es uno de los 10 

factores de riesgo principales que contribuyen a la mortalidad atribuible. 

Adicionalmente el informe plantea que la integración de las frutas y verduras en la 

dieta diaria podría ayudar a prevenir importantes enfermedades no transmisibles, 

como las enfermedades cardiovasculares y algunos cánceres. El consumo de frutas y 

verduras variadas es beneficioso porque garantiza un consumo suficiente de la 

mayoría de los micronutrientes, de fibra dietaria y de una serie de sustancias no 

nutrientes esenciales; además, el aumento del consumo de frutas y verduras puede 

ayudar a desplazar los alimentos ricos en grasas saturadas, azúcares o sal. 

Actualmente el consumo estimado de frutas y verduras es muy variable en todo el 

mundo, oscilando entre 100 g/día en los países menos desarrollados y 

aproximadamente 450 g/día en Europa Occidental
8
.  
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 En Colombia la gran biodiversidad de bayas, frutos, flores y plantas está determinada 

por la gran variedad de los pisos térmicos que ofrece la geografía Colombiana. Esta 

ventaja competitiva que nos ofrece nuestra riqueza natural nos permite plantear el 

presente trabajo con el objeto de evaluar y cuantificar la composición antociánica de 

especies silvestres colombianas promisorias para el desarrollo de productos benéficos 

para la salud humana como los colorantes naturales . Los frutos seleccionados fueron: 

La uva de  árbol (Myrciaria cauliflora (Mart.)D.Bery), coral (Hyeronima macrocarpa 

Müll.Arg), mora pequeña (Rubus megalococcus Focke)  y motilón (Hyeronima 

macrocarpa Müll.Arg). Adicionalmente se evaluó la actividad antioxidante in vitro 

de los extractos de estas frutas mediante espectroscopía UV-Vis y EPR. 
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1 ESTADO ACTUAL DEL TEMA 

1.1 DESCRIPCIÓN DE LAS FRUTAS ESTUDIADAS 

 

La fruta Mora pequeña (Rubus megalococcus Focke) (Rosaceae) (Figura 1) es una 

planta de vegetación perenne, de porte arbustivo semierecto, conformada por varios 

tallos espinosos que pueden crecer hasta tres metros. Las hojas tienen tres foliolos, 

ovoides de 4 a 5 centímetros de largo con espinas ganchudas, las inflorescencias se 

presentan en racimos terminales aunque en ocasiones se ubican en las axilas de las 

hojas. La fruta es esférica o elipsoidal de tamaño variable, 1.5 a 2.5 cm, en su 

diámetro más ancho, de color verde cuando se están formando, pasando por un color 

rojo hasta morado oscuro cuando se maduran. Es originaria de las zonas altas 

tropicales de América principalmente en Colombia, Ecuador, Panamá, Guatemala, 

Honduras, México y Salvador
9
. Hasta el momento no existen estudios químicos de 

esta especie.  

 

Esta especie pertenece al género Rubus, el cual comprende unas 250 especies que se 

distribuyen en todo el mundo.  Las frutas de esta especie son conocidas por ser ricas 

en vitaminas A, B y C, y se  afirma que las raíces y las hojas tienen propiedades 

medicinales
10

.  Recientes  investigaciones han reportado la presencia de antocianinas 

en la fresa y en la mora en proporciones de 6 mg/kg y 508 mg/kg de cianidina-3-

glucósido, respectivamente
11 ,

 
12

 y de acuerdo a las investigaciones dichas 

antocianinas son responsables del color rojo de dichas frutas en un espectro visible 

λmax=506 nm, 
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Figura  1. Mora (Rubus megalococcus Focke) 

 

La uva de árbol (Myrciaria aff cauliflora. (Mart.)D.Bery) (Myrtaceae) (Figura 2), 

también conocida como guapurú o jaboticaba,  pertenece a la familia Myrtaceae al 

igual que otras más conocidas como la guayaba, la feijoa y el camu-camu. Es un 

pequeño árbol de aproximadamente 2 metros de alto, ramificado, de corteza lisa que 

se desprende fácilmente y que crece generalmente bajo la sombra de árboles más 

grandes. Sus frutos producen la impresión de estar pegados al tallo de 3-4 cm de 

diámetro,  se concentran en el tronco principal y las ramas gruesas. Son morados al 

principio y negros al madurar. Se consume directamente como fruta fresca, pero 

también se usa para preparar refrescos, mermeladas, licores y vinagres caseros, entre 

otros productos. Además, la cáscara del tallo y del fruto es una eficaz medicina para 

la diarrea.
13

 En esta especie se ha encontrado la presencia de taninos y de las 

antocianinas, cianidina-3-glucósido y delfinidina-3-glucósido.
14,15

 Esta fruta también 

ha mostrado actividad antioxidante ( IC50 = 35 µg/mL de extracto) 
16,17

 

  

En Colombia la industria de los colorantes naturales representa una oportunidad para 

el mercado, dada las actuales tendencias de usar compontes naturales para el consumo 

humano enmarcado en el importante papel que estos juegan en la salud humana. 

http://es.wikipedia.org/wiki/Mirt%C3%A1cea
http://es.wikipedia.org/wiki/Corteza_(%C3%A1rbol)
http://es.wikipedia.org/wiki/Tallo
http://es.wikipedia.org/wiki/Morado
http://es.wikipedia.org/wiki/Negro
http://es.wikipedia.org/wiki/Refresco
http://es.wikipedia.org/wiki/Mermelada
http://es.wikipedia.org/wiki/Licor
http://es.wikipedia.org/wiki/Vinagre
http://es.wikipedia.org/wiki/Diarrea
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Figura  2.  La Uva de árbol (Myrciaria aff cauliflora (Mart.)D.Bery) 
18

 

 

Las frutas coral (Hyeronima macrocarpa Müll.Arg, Euphorbiaceae) y motilón 

(Hyeronima macrocarpa Müll.Arg, Euphorbiaceae) (Figura 3) pertenecen al mismo 

género Hyeronima el cual  consta de 15 especies distribuidas en América tropical. 

Hyeronima macrocarpa es un árbol de corteza agrietada y grisácea, de hojas elípticas, 

densamente lepidotadas de 4-9 cm de longitud y 2.5 – 4 cm de ancho, pecíolos entre 

2-2.5 cm de longitud, inflorescencias axilares y subterminales, flores verde 

amarillentas, fruto elipsoide casi esférico, rojo a morado al madurar, de hasta 1 cm de 

longitud en el coral y 2 cm en el motilón. Estas especies son promisorias para uso 

alimenticio y como fuente de pigmentos y hasta el momento no hay estudios 

químicos publicados a excepción de un trabajo realizado en motilón de Nariño donde 

se evaluó la actividad antioxidante y la eficiencia antiradical de extracto de la pulpa 

de esta fruta.
19

 A pesar de haber sido identificadas como pertenecientes a la misma 

especie, estas frutas presentan características diferentes que ameritan un estudio 

botánico profundo para definir su variedad. 
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Figura  3. Motilón y Coral (Hyeronima macrocarpa Müll.Arg) 

 

1.2 ANTOCIANINAS 

1.2.1 Generalidades. Las antocianidinas (agliconas) son la estructura básica de las 

antocianinas (Figura 4a). Constan de un anillo aromático (A) unido a un anillo 

heterocíclico (C) que contiene oxígeno, el cual está unido por un enlace carbono-

carbono a un tercer anillo aromático (B). El esqueleto básico de las antocianinas es el 

2- fenilbenzopirilio de la sal de flavilio con diferentes sustituciones
20

. Cuando las 

antocianidinas están en su forma  glicosidada se conocen como antocianinas. Los 

monosacáridos comúnmente encontrados son D-glucosa, L-ramnosa, D-arabinosa y 

D-xilosa (Figura 4b) aunque también pueden contener oligosacáridos como 

gentobiosa, rutinosa y soforosa. Normalmente los monosacáridos se unen con los 

grupos hidroxilo de la posición 3 de la antocianidina, mientras que los disacáridos 

sustituyen los hidroxilos 3 y 5  o los de la posición 3 y 7
21

. 
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Figura  4 (a). Estructura básica de las antocianidinas 

22
(b). Estructura de los 

monosacáridos más comunes encontrados en las estructuras de las antocianinas
23

 

 

 

Se ha demostrado que las antocianinas relativamente simples son más estables en un 

medio ácido que en un medio neutro o alcalino. En medio ácido la forma 

predominante es la del ión flavilio, el cual da el color rojo; a medida que el pH se 

eleva, las antocianinas se transforman en una base quinónica de color azulado (Figura 

5). El color de estas moléculas fue explicado por primera vez en 1939 por Pauling, 

quien propuso que la estructura resonante del ión flavilium era el responsable de la 

intensidad de su color. 
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Figura  5. Cambios en la estructura de las antocianinas a diferentes valores de  pH
21

 

 

1.2.2 Biosíntesis de las antocianinas. Los compuestos fenólicos son biosintetizados 

por varias rutas, entre las cuales  sobresalen la del ácido shikímico y la del ácido 

malónico. En la ruta del ácido shikímico, los carbohidratos simples derivados de la 

glicólisis, de la ruta de las pentosas fosfato y del ciclo de Calvin se convierten en 

diversos ácidos orgánicos como el cinámico, p-coumárico, cafeico, ferúlico, 

clorogénico y fenilalanina. En el paso principal de la biosíntesis de flavonoides, 

ordinariamente el p-coumaril-CoA, derivado de la L-fenilalanina en el ―metabolismo 

general del fenilpropanoide‖ entra en una reacción de condensación con tres 

moléculas de malonil-CoA para formar un intermediario chalcona (C
15

). El C
15 

es 

formado para dar el precursor de la antocianina, por ej. El flavan-3,4-diol, que es 

transformado al catión flavilio antocianidina por una hidroxilación en el C-2 seguida 

por dos deshidrataciones
24

 (Figura 6). Finalmente, la molécula se estabiliza por 

glicosilación del O-heterociclo, luego suceden las posteriores modificaciones de la 
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antocianina que incluyen una hidroxilación adicional, metilación de los grupos 

hidroxilos, posterior acilación y glicosilación
25

. 

 

 

Figura  6. Ruta general de la biosíntesis de antocianinas.
26

 

 

 

La fenilalanina amonio liasa (PAL), primera enzima en la ruta, juega un papel central 

en dirigir la síntesis hacia metabolitos secundarios y por ello ha sido extensamente 

estudiada. Un estudio realizado por Aoki et al
27

., Demostró que la actividad PAL en 

frutos de fresa maduros es mucho mayor que en frutos verdes. Así, se encontró una 

correlación muy estrecha entre la actividad de PAL y la concentración de 

antocianinas, que se incrementa durante la maduración
28

.                                                   
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1.2.3 Antocianinas en frutas.  El estudio de las antocianinas en frutas tropicales, ha 

tomado fuerza la última década no solo por la capacidad colorante
29

, sino también por 

su capacidad antioxidante
30

. Es así como los extractos de distintas frutas como  mora, 

frambuesa y diferentes cultivos de grosella han demostrado actuar de manera eficaz 

como inhibidores de radicales libres
31

. 

 

Muchas frutas son ricas en antocianinas y en la mayoría de los estudios publicados se 

ha realizado la identificación y cuantificación de estos pigmentos por HPLC-EM y 

HPLC-DAD. Mazza y Miniati han publicado una extensa revisión sobre antocianinas 

en frutas tropicales hasta el año 1987 encontrando cerca de 20 compuestos 

responsables del color rojo en frutas
32

. Durante los últimos años se ha publicado la 

composición de los pigmentos de una gran variedad de plantas de diferente origen 

geográfico, de diferentes familias y con diferentes métodos de extracción.
33,34 

En un 

estudio realizado por De Brito et al 
35

, se realizó la identificación y cuantificación de 

antocianinas en algunas frutas tropicales: acerola (Malphigia emarginata), jussara 

(Euterpe edulis), jambolão (Cumini syzygium) y Guajiru (Chrysobalanus icaco), por 

cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas, con el fin de demostrar la 

presencia de antocianinas en frutas tropicales. Se encontraron las antocianinas: 

cianidina, delfinidina, pelargonidina, petunidina y malvidina en  cantidades 

apreciables (75mg/100g y 275mg/100g peso seco). Vasco et al.Error! Bookmark 

not defined., Realizaron una investigación en algunos frutos ecuatorianos  para 

identificar y cuantificar los compuestos fenólicos responsables de la actividad 

antioxidante en estos frutos, se estudiaron tres pertenecientes a la familia de las 

Rosaceas (mora andina, fresa y ciruela capuli), otra especie de la familia Ericaceae 

(mortiño) y tres frutas de la familia Passifloraceae. Entre los compuestos fenólicos 

encontrados, la antocianina cianidina estuvo presente en todos los frutos, la 

delfinidina solo se encontró en el mortiño y la pelargonidina en la fresa.  
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Recientemente se han publicado varios estudios dedicados a la búsqueda de nuevas 

fuentes vegetales ricas en antocianinas (Tabla 1), entre las cuales se encuentran uvas, 

repollo morado, aceitunas, grosellas, manzanas, fresas, ciruelas y  cerezas, entre otras. 

 

Tabla 1. Composición antociánica de algunas frutas tropicales 

 
Nombre 

común 

Nombre Científico Antocianina 

 

Uva Caimarona 

 

Pourouma cecropiifolia 

 

Dp-3-O-α-glucopiranósido 

Cy-3-O-α-glucopiranósido 

Cy3-O-α-(malonil) glucopiranósido
36

 

Acerola  

 

Jambolao 

  

 

Jussara  

 

 

Guajiru 

Malphigia  emarginata Cy-3-ramnósido, Pn-3-ramnósido 

Syzygium cumini 

 

Dp-3-galactópiranosido,Pt-3-galactopiranósido  

Dp-3-(6‖-acetil) galactopiranósido. 

 

Euterpe edulis 

 

Pt-3-(6‖-acetil) galactopiranósido, Dp-3-(6‖-

acetil) glucósido, Pt-3-(6‖ succinil) ramnósido, 

Pn-3-(6‖succinil) ramnósido 

 

Chrysobalanus icaco 

Dp-3-5, diglucósido, Cy-diglucósido, Pt-

diglucósido, Pn-diglucósido, Mv-diglucósido-3-

sambubiósido, Cy-3-glucósido, Cy-3-rutinósido, 

Pg-3-glucósido, Pg-3-rutinósido, Cy 3-

ramnósido.  

 

Bacuaçu 

 

Eugenia umbelliflora  

Dp-3-O-α-glucopiranósido, Cy-3-O-α-

glucopiranósido, Pt-3-O-α-glucopiranósido 

Pg-3-O-α-glucopiranósido, Pn-3-O-α-

glucopiranósido, Mv-3-O-α-glucopiranósido
37

 

Manzana 

estrella 

Surinam cherry 

 

Jaboticaba 

Chrysophyllum  

Cainito 

Cy-3-O-α-glucopiranósido 

Cy-O-α-glucopiranósido 

Eugenia uniflora Cy-3-O-α-glucopiranósido 

 

Myrciaria Cauliflora 

 

Dp-3-O-α-glucopiranósido
38

 

 

Mango 

 

Chirimoya 

 

zapote 

Mangifera indica  Cy-diglucósido, Pt.diglucósido, Pn-diglucósido 

Annona cherimolia 

Mill. 

 

Cy-3-O-α-glucopiranósido 

Calocarpum zapota Pg-3-glucósido, Pg-3-rutinósido, Cy-3-

ramnósido.Error! Bookmark not 

defined. 
corozo Bactris guineensis Cy-3-sambubiósido, cy-3-glucósido, cy-3-

rutinósido, Pn-3-glucósido, Pn-3-rutinósido, Cy-

3-(6-O-malonil) glucósido.
39

 

 

       Mv: Malvidina, Pn: Peonidina, Cy: cianidina, Pg: pelargonidina, Dp:delfinidina 
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En general el contenido total de antocianinas en frutas puede estar entre 20 y 1000 mg 

/100g de fruta fresca (Tabla 2). En algunos estudios la cuantificación se realizó por  

HPLC usando el método de estándar externo con base en la respuesta de compuestos 

patrón; pero también se ha utilizado el método de pH diferencial,
40

 para la obtención 

de la concentración de las antocianinas. Este método se basa en las transformaciones 

reversibles que sufren las antocianinas con los cambios de pH, manifestado por un 

cambio en la absorbancia. La forma oxonium predomina a pH 1 y el hemiacetal a pH 

4.5 (Figura 5). El pH diferencial es un método basado en esta reacción, y permite una 

rápida y exacta medida de las antocianinas totales, incluso en la presencia de 

pigmentos degradados polimerizados y de otros compuestos interferentes. Este 

método fue utilizado primero por Fuleki y Francis (1968),
41

 para medir el contenido 

de antocianina en arándano. 

 

Tabla 2. Contenido de antocianinas totales en algunas frutas 

 
Taxonomia Nombre común Concentración  

(mg/ 100g fruta ) 

Estándar Referencia 

Vaccinium 

uliginosum L. 

Arándano alpino 256 Mv-3-glu Andersen (1987)
42

 

Rubus occidental L. 

V. parvifolium 

R. nigrum cv 

Frambuesa negra 627 Cy-3-glu Moyer et al. (2002)
43

 

Arandano rojo 34 Cy-3-gl  

Grosella negra 411 Cy-3-glu " 

Sambucus nigra 

V. vinifera 

Citrus sinensis 

Cauco negro 200-1000 Cy-3-glu Bridle et al.(1997)
44

 

Uva de vid 30-750 Cy-3-glu " 

Naranjo dulce 200 Cy-3-glu " 

Mv: malvidina, Cy: Cianidina, glu: Glucosa 

 

La metodología para el estudio de los pigmentos de las cuatro frutas: uva de árbol (), 

coral (Hyeronima macrocarpa Mull.Arg), mora pequeña (Rubus megalococcus Focke) 

y motilón Hyeronima macrocarpa Mull.Arg), fue 

 

Para la obtención de la concentración de antocianinas (Tabla 2), se utiliza la fórmula 

de pH diferencial:  
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A= (A
λ vis-max 

– A 
λ700

)
pH1 

– (A
λ vis-max 

– A
λ 700

)
pH 4.5 

 

 

En donde A 
vis-max 

es la lectura del pico más alto a pH 1 y pH 4.5, y A
λ 700 

, es la 

lectura a 700 nm, tanto para pH 1 como pH 4.5. 

 

 Así por ejemplo, Kähkönen
 
 et al

45
., determinaron cuantitativamente los compuestos 

fenólicos por HPLC, presentes en algunas especies de arándano (Vaccinium 

myrtillus), arándano rojo (Vaccinium vitis-idaea) y grosellero negro (Ribes nigrum), 

encontrando que el mayor contenido de antocianinas de las bayas que se consumen en 

Finlandia se encuentra en los arándanos (300-600 mg/100g de peso fresco) y en  el 

grosellero negro (80 a 810 mg/100 g). Otras bayas oscuras, tales como crowberries 

(Empetrum nigrum L.) tienen un contenido de antocianinas en el rango de 300-560 

mg/100g.
46

   

1.2.4 Antocianinas como colorantes alimenticios. Las antocianinas se han 

convertido en una opción interesante para la industria alimenticia como posibles 

sustitutos de los colorantes sintéticos. Adicionalmente estas sustancias poseen un 

valor agregado por su capacidad antioxidante y citotóxica
47

. 

 

De acuerdo con su estructura, el color de las antocianinas varía según los grupos que 

se encuentren unidos a ella como hidroxilo, metoxilo, azúcares ó azucares acilados. 

Así por ejemplo el aumento número de hidroxilos en el anillo B  de la antocianidina 

causa un desplazamiento batocrómico en la longitud de onda de máxima absorción de 

las antocianinas, en el caso de la pelargonidina se observa un cambio de color desde 

el naranja (λ máx. 520 nm) hasta la delfinidina  azul-violeta (λ máx. 545 nm).
48

 Por 

otro lado, la glicosilación y la acilación de los azúcares también aumentan la 

estabilidad.
49
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Otros factores como la concentración, el pH, la temperatura, el oxígeno, las enzimas,  

la existencia de reacciones de condensación, la formación de complejos con metales o 

interacción con otros componentes de los alimentos también afectan la estabilidad del 

color.
32

 La copigmentación es un fenómeno que se da por la interacción hidrófoba 

entre los núcleos aromáticos de las antocianinas agrupadas  (Figura 7), en donde una 

de las consecuencias de este estado es la intensificación del color, lo que mejora las 

perspectivas de la utilización de antocianinas como colorantes naturales en 

alimentos.
50

 

 

Figura  7. Interacciones de coopigmentación de las antocianinas
49

 

 

Como se mencionó anteriormente las antocianinas son sensibles a los cambios de pH, 

el cual tiene un efecto en la estructura y la estabilidad de estas. En soluciones acuosas 

a valores de pH inferiores a 2, básicamente 100% del pigmento se encuentra en su 

forma más estable o de ión oxonio o catión flavilio  de color rojo intenso, a valores de 

pH más altos ocurre una pérdida  el protón y adición de agua en la posición 2, dando 

lugar a un equilibrio entre la pseudobase carbinol o hemicetal  y la forma chalcona, o 

de cadena abierta. Tanto el hemicetal como la chalcona, son formas incoloras y 

bastante inestables. A valores de pH superiores a siete se presentan las formas 

quinoidales, de color púrpura que se degradan rápidamente por oxidación con el aire 

(Figura 5), por lo cual, el uso práctico de estos pigmentos como colorantes naturales 
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se limita a alimentos ácidos con pH inferior a 3.5
 51, 52

. La pérdida de color a medida 

que el pH aumenta, puede ser evaluada registrando el espectro de absorción del 

pigmento con un espectrofotómetro. En la figura 8, en el espectro de absorción de 

cianidina-3-ramnoglucósido se observa una disminución en el espectro a 510 nm a 

medida que el pH aumenta, lo que indica que hay una pérdida del color rojo, 

existiendo un equilibrio entre las dos formas de la antocianina (catión flavilio y base 

carbinol)
53

. 

 

 

Figura  8. Espectro de absorción de cianidina-3-ramnoglucósido a distintos valores 

de pH
54

 

 

En relación a la extracción de estos pigmentos, Rodríguez y Wolstrad
40

, señalan que 

el carácter polar de la molécula de antocianina permite su solubilidad en variados 

solventes, tales como alcoholes, acetona y agua. La elección del método de extracción 

debe maximizar la recuperación de pigmentos con una mínima cantidad de solventes 

y una degradación o alteración mínima del estado natural. Dentro de los métodos más 

utilizados están la extracción con metanol y la extracción con acetona y cloroformo. 

 

Entre las posibles fuentes de antocianinas para su utilización como colorantes, se 

encuentran las uvas, los arándanos, el repollo morado y la zanahoria negra. Las 
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principales antocianinas presentes en  los arándanos son los glucósidos de cianidina y 

peonidina
51

. Algunos investigadores han estudiado la toxicidad de las antocianinas y 

compuestos relacionados concluyendo que estos compuestos son inocuos para la 

salud.
55

 Estos compuestos, se encuentran dentro de la clasificación de colorantes 

naturales aceptados sin restricciones sanitarias para su uso en la industria 

alimenticia.
56

 

1.2.5 Extracción y purificación de antocianinas. La extracción de pigmentos 

naturales, debe llevarse a cabo teniendo en cuenta los factores que pueden afectar la 

integridad de los mismos; por lo cual este es un paso muy importante debido a que los 

resultados obtenidos dependen en gran parte del proceso de extracción realizado. 

 

Las antocianinas son compuestos solubles en solventes polares y comúnmente se 

extraen de sus fuentes naturales usando metanol o etanol con pocas cantidades de 

algunos ácidos como ácido clorhídrico, acético y fórmico, ya que el ácido mantiene el 

pH ácido lo que previene el desplazamiento de los equilibrios químicos de 

hidratación y formación de chalconas. Adicionalmente el uso de ácidos débiles 

previene la degradación de las antocianinas no aciladas las cuales presentan mayor 

labilidad. Sin embargo, durante el proceso de evaporación del solvente acidificado 

puede ocurrir degradación  de las antocianinas aciladas, por la hidrólisis parcial o 

total de los ácidos enlazados a los azúcares, especialmente en antocianinas aciladas 

con ácidos dicarboxilicos como el ácido malónico. Por lo anterior se recomienda para 

la extracción de estos pigmentos el uso de ácidos débiles como el trifluoroacético, 

tartárico o cítrico.
57

 

 

Degenhardt et al
58

., encontraron que la mezcla bifásica terbutil-metil-éter/n-

butanol/acetonitrilo/agua (acidificada al 1% con ácido trifluoroacético) (2:2:1:5) es un 

buen sistema de solventes en el proceso de extracción de antocianinas de repollo rojo 

(B. Oleracea L) y grosella negra (Ribes nigrum L). 
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Woo et al
59

., estudiaron la extracción de antocianinas a partir de los desechos del 

proceso de elaboración de jugo de arándanos, realizando una extracción con alcohol y 

ácido, una purificación parcial por medio de ultrafiltración, y una concentración 

posterior con aplicación de ósmosis inversa, concluyendo que es posible la obtención 

de un colorante a partir de los desechos de la industria de jugos de arándanos.  

 

En la mayoría de los casos, para la extracción de las antocianinas se aprovecha la 

afinidad que tiene este tipo de compuestos por materiales adsorbentes como la 

Amberlita XAD-7.  A diferencia de las resinas XAD-2 y XAD-4 formadas bajo una 

matriz de estireno y divinilbenceno con diferente grado de entrecruzamiento, la 

Amberlita XAD-7 tiene una estructura tipo acrilato (área superficial 450 m2/g, radio 

de poro 45 Å, porosidad 1.14 ml/g, tamaño de partícula 0.25-0.84 mm, densidad 1.24 

g/ml). Este tipo de resina posee el código de regulación del consejo de Europa, sobre 

resinas de intercambio iónico y adsorbentes usados en el procesamiento de alimentos, 

adoptado por el Comité de Ministros el 30 de septiembre de 1997, 

polivinilpirrolidona (PVP), octadecilsilano, Sephadex G-25, Sephadex LH-20, 

poliamidas, resinas de intercambio iónico, alúmina ácida, entre otras.
60

 Luego que los 

pigmentos son retenidos es necesario eliminar otros componentes que no son de 

interés como azúcares, ácidos orgánicos, proteínas y sales.  

La complejidad de los extractos naturales enriquecidos en antocianinas hace 

necesario realizar su fraccionamiento mediante el uso de técnicas cromatográficas 

que permitan la obtención de fracciones más simples sin degradación del material. 

Para esto se han usado múltiples técnicas como la cromatografía en papel (CP), la 

cromatografía en capa delgada (CCD) en alúmina, la cromatografía en columna (CC) 

y la cromatografía en contracorriente (CCC). El fraccionamiento de  este tipo  de 

compuestos por CC,  se puede realizar mediante el uso de resinas  de exclusión por 

tamaño como lo demuestra un estudio realizado por Frøytlog et al
61

, donde se 

comparó el uso de las resinas Toyopearl HW-40F con Sephadex LH-20, para el 
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análisis de antocianinas. Así, se determinó que el fraccionamiento obtenido con la 

resina Toyopearl presentaba una mejor resolución de los picos de algunas 

antocianinas presentes en la muestra a evaluar. Las estructuras de las resinas 

Toyopearl y Sephadex se muestran en la (Figura 9). 

 

 

Figura  9. Estructuras de las resinas de (a) Toyopearl  (b) Sephadex LH-20
61

 

 

1.2.6 Análisis de antocianinas por espectrofotometría UV-Vis. Debido a su 

estructura, las antocianinas presentan máximos de absorción tanto en la región visible 

como en la ultravioleta lo que resulta muy importante para la caracterización 

estructural de dichos compuestos. Sus espectros de absorción se caracterizan por 

tener dos bandas separadas una en la  región visible entre 465 y 550 nm y otra más 
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pequeña en el UV alrededor de 275nm
62

 (Figura 4). Es así como se pueden identificar 

las antocianinas por su absorción en la región visible.
63

. 

 

La glicosidación conlleva a un desplazamiento hipsocrómico de los máximos de 

absorción en el visible. Así por ejemplo, entre (λmax 520nm) de la pelargonidina y de 

la pelargonidina-3-glucósido (505nm) , ocurre un desplazamiento de ∆ λ de 15/nm ; 

entre cianidina (λmax 535nm ) y cianidina-3-glucósido (λmax 523nm) un ∆ λ de 12/nm, 

entre delfinidina (λmax 544) y delfinidina-3-glucósido (λmax. 534nm) un ∆ λ de 

10/nm
62

.  

 

Los derivados acilados no muestran diferencia con respecto a los correspondientes no 

acilados en la zona del visible, sin embargo, en la región del ultravioleta suelen 

presentar un máximo adicional en el intervalo de λ 310-335 nm, correspondiente a la 

absorción del grupo acilo (Figura 10); la esterificación con ácido p-cumárico aumenta 

la absorción en torno a 308-313 nm y con ácido caféico en λ326-329 nm. Este 

hombro no se presenta cuando el ácido sustituyente es el ácido acético
64

 . 

 

 

Figura  10. Espectros UV-Vis de las antocianinas aciladas y 3,5-glucosiladas (línea 

continua); no aciladas y 3-glucosiladas (línea discontinua) 
65
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1.2.7 Análisis por cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 

(LC/MS). La cromatografía líquida en fase reversa se basa en el principio de las 

interacciones hidrofóbicas que resultan de las fuerzas de repulsión entre un disolvente 

relativamente polar, un compuesto relativamente apolar y una fase estacionaria 

apolar. Debido a que las antocianinas son compuestos polares, este tipo de columnas 

se usa para el análisis cualitativo y cuantitativo de mezclas de estos pigmentos
63

. 

 

El orden de elución de las antocianinas en columnas de fase reversa depende del 

patrón de hidroxilación y metoxilación de la aglicona, del grado de glicosilación y 

acil sustitución, así como también de la composición de la fase móvil. Usualmente, el 

tiempo de retención de las agliconas se da en el siguiente orden: delfinidina< 

cianidina <pelargonidina <petunidina <peonidina <malvidina. Las antocianinas 

glucosiladas eluyen en el siguiente orden: 3,7-diglucósidos < 3,5-diglucósidos < 3-

sophorósidos < 3-galactósidos < 3-latirósidos < 3-sambubiósidos < 3-glucósidos < 3-

arabinósidos <3-rutinósidos <3 - ramnosidós. La presencia de grupos acil aromáticos 

o acil alifáticos aumentan los tiempos de retención
66

. 

 

Los desarrollos en el campo de cromatografía líquida acoplada a espectrometría de 

masas (HPLC/MS), han mejorado de forma sustancial el análisis de  sustancias no 

volátiles que se encuentran en mezclas y además usa métodos de ionización suave 

que permiten obtener información acerca del ión molecular.  

 

Entre las interfases más utilizadas actualmente en el acople HPLC/MS se encuentra, 

la ionización electrospray (ESI). El análisis por ESI es útil para un amplio rango de 

moléculas, sin embargo su aplicación más importante radica en el análisis de 

compuestos de alto peso molecular,  termolábiles y de alta polaridad
67

. 
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Para la ionización ESI la muestra en solución se pasa a través de un capilar sometido 

a un fuerte campo eléctrico rodeado por un flujo de nitrógeno. El fuerte voltaje hace 

que se formen gotas muy pequeñas cargadas (spray), donde el solvente termina de 

evaporarse y los compuestos cargados viajan hacia el analizador. En la Figura 11,  se 

muestra el esquema de una interfase electrospray (ESI)
68

. 

 

 

Figura  11. Interfase Electrospray (ESI) 
69

 

 

El uso de ESI-MS ha crecido exponencialmente debido a que esta técnica de 

ionización suave puede producir iones intactos de especies grandes y complejas en 

solución, incluso de especies térmicamente lábiles, no volátiles, y  especies polares. 

El único requisito previo a la ionización ESI es que los analitos de interés sean 

solubles en algún disolvente pues la ionización se realiza en solución. Para la 

confirmación estructural de los compuestos existe la espectrometría de masas en 

tándem (MS/MS) que permite la formación de fragmentos por colisión inducida 

(CID). Este análisis se puede realizar en cromatógrafos líquidos acoplados a 

espectrómetros de masas con triple cuadrupolo (HPLC/QqQ). Para la adquisición de 

los espectros de masas, el primer cuadrupolo actúa como filtro de masas que 

selecciona el ión de interés, el ión se fragmenta luego por colisión con un gas inerte 

en la celda de colisión y el ultimo cuadrupolo analiza los fragmentos producidos.  



 

25 
 

La adquisición mediante un QqQ ofrece una gran versatilidad dependiendo del modo 

en que opera cada uno de los dos cuadrupolos (Q1 y Q2). Cada uno de estos modos 

de adquisición presenta unas características que lo hacen idóneo para un objetivo 

concreto.  

 

Los modos de adquisición que se pueden aplicar son (Figura 12): 

 

• Barrido de todos los iones (full scan) 

En este modo de adquisición todas las moléculas que se ionizan en la interfase llegan 

al detector. En el QqQ, tanto la celda de colisión (q) como el segundo cuadrupolo 

(Q2) no actúan en el proceso de selección, realizándose el barrido de iones con el 

primer cuadrupolo (Q1) y obteniendo un espectro de full scan. 

 

• Adquisición de un ión seleccionado (Single Ion Monitoring, SIM) 

La adquisición SIM está dirigida a la medida de un solo ion, que es seleccionado en el 

primer cuadrupolo, donde la celda de colisión y el segundo cuadrupolo (Q2) no 

actúan en la medida. Este tipo de adquisición deriva del uso de Q simple, y su 

aplicación en instrumentos QqQ no suele ser muy frecuente. 

 

• Barrido de iones producto (Product Ion Scan) 

El barrido de iones producto se lleva a cabo seleccionando en el primer cuadrupolo 

(Q1) una m/z concreta denominado ión precursor, que se fragmenta con una energía 

de colisión adecuada en la celda de colisión; el segundo analizador adquiere en modo 

full scan de forma que se obtiene la medida de todos los fragmentos del ión precursor. 

A estos fragmentos se les denomina iones producto. Este modo de adquisición es 

ideal para la obtención de la máxima información estructural posible del ion 

precursor. 

 

• Adquisición de la reacción seleccionada (Selected Reaction Monitoring,SRM) 
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Se selecciona un ión en el primer cuadrupolo (Q1) denominado ión precursor; el ión 

precursor se fragmenta en la celda (q) de colisión en presencia de gas inerte aplicando 

una energía de colisión optima; uno de los iones fragmento obtenido en q se 

selecciona en el segundo cuadrupolo (Q2) etiquetándose como ión producto. La 

adquisición en SRM es la más utilizada en las aplicaciones analíticas cuantitativas 

mediante QqQ, ya que minimiza al máximo la presencia de otros interferentes y se 

presenta como una herramienta de alta sensibilidad y selectividad. 

 

• Barrido de iones precursor (Precursor Ion Scan) 

En este modo de adquisición, el primer cuadrupolo (Q1) hace un barrido de todos los 

iones que provienen de la interfase en el primer cuadrupolo, fragmentándose en la 

celda de colisión a una energía concreta, de todos los fragmentos obtenidos solo se 

selecciona uno por el segundo cuadrupolo (Q2). El barrido de iones precursores tiene 

sentido en instrumentos de QqQ, debido a que se debe seleccionar un ion fragmento 

proveniente de la celda de colisión en el segundo analizador (Q2). La aplicación a la 

que viene asociado este modo de adquisición es a un grupo de compuestos de la 

misma familia o a metabolitos provenientes de un mismo analito, pues el barrido de 

iones precursores a un ión producto común esta directamente ligado a una estructura 

química común. 

 

• Barrido de pérdidas neutras (Neutral Loss Scan) 

El barrido de pérdidas neutras es un modo de adquisición muy específico de QqQ 

debido a que es necesario que dos analizadores trabajen coordinadamente. El primer 

cuadrupolo (Q1) y el segundo cuadrupolo (Q2) realizan un barrido en desfase, fijando 

un valor de masa que diferencia los iones barridos en Q1 y los barridos en Q2, una 

vez han sido fragmentados en la celda de colisión a una energía concreta. De esta 

forma, solo aquellos analitos que presenten la perdida neutra seleccionada serán 

detectados. Al igual que en el barrido de iones precursores, este modo de adquisición 
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es idóneo para la búsqueda de analitos de la misma familia o de metabolitos que 

comparten una estructura química común
70

. 

 

 

Figura  12. Esquema de los modos de adquisición permitidos en un instrumento 

QqQ
71

 

 

En el caso del acople cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF), el acoplamiento entre los 

dos tipos de analizadores permite otras posibilidades diferentes a las del QqQ. Debido 

a que en el QTOF siempre se obtiene el espectro de adquisición total (full 

adquisition) de todas las moléculas ionizadas en la interfase mediante la medida del 

analizador TOF, dependiendo de cómo actúen el cuadrupolo (Q) y la celda de 

colisión (q) se definirán los modos de adquisición
72

. 

 

Otros instrumentos que tienen los analizadores de tiempo de vuelo acoplado trampa 

de iones como MS-IT-TOF  permiten obtener fragmentos de hasta MS
n
. El uso de la 

trampa de iones permite que los iones sean atrapados y fragmentados para 

posteriormente pasar al de tiempo de vuelo en donde se separan según su relación 

masa carga en un tiempo determinado dentro del  TOF (Figura 13)
73

.  
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El sistema de lentes utilizados en el LCMS-IT-TOF  da lugar a un nuevo método 

introducción de iones denominado introducción de ión comprimido o CII, donde la 

combinación del lente "skimmer" y el lente octopolar convierte el flujo continuo de 

iones en impulsos para su introducción en la trampa (TI). Este método hace que sea 

posible controlar la acumulación de iones antes de que se introduzcan en la trampa. 

Así, se puede aplicar el voltaje de radio frecuencia (RF) en el instante en que todos 

los de la CII-iones acumulados entran a la trampa de iones. Este nuevo método 

permite el control de los iones antes de entrar a la trampa  lo cual permite una mejora 

sustancial sobre la cantidad de iones capturados en la trampa de iones, lo que aumenta 

la sensibilidad. 

 

 Las partes que componen el LCMS-IT-TOF, están dispuestos linealmente en una 

construcción única (Figura 13). Permitiendo una mayor velocidad en la obtención de 

resultados. El gas usado dentro de la trampa de iones para la fragmentación de estos 

es el argon (Ar) el cual permite que la fragmentación se dé por colisión inducida CID 

lo que ha permitido obtener resultados de manera más eficiente que otros métodos de 

fragmentación. 

 

 

Figura  13. Esquema del equipo LC-MS-IT-TOF 
74

 

 

El análisis más rápido en la obtención de un espectro, se ha logrado mediante la 

aceleración de los iones de los iones de la trampa hacia el TOF, utilizando una nueva 

tecnología llamada extracción balística de iones (BIE), que permite un alto 
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rendimiento en el análisis. BIE es un método de aceleración de iones para inyectarlos 

en el TOF mediante la aplicación de un alto voltaje. Esta técnica permite la reducción 

de la distribución espacial de los iones que entran en la región TOF. 

 

La fragmentación de iones es muy útil en el análisis estructural. El LCMS-IT-TOF 

tiene un diseño único en que conecta a una trampa de iones con un TOF y 

proporciona información sobre la masa de un compuesto con alta precisión (masa 

exacta), ya sea para un análisis de MS o MS
n
. Esto hace que sea posible realizar el 

análisis estructural de  un compuesto con alta fiabilidad.
74

 

 

La espectrometría de masas de ionización electrospray (ESI-MS) y la espectrometría 

de masas en tándem (MS-MS), son herramientas complementarias para realizar la 

identificación de antocianinas. Estas técnicas acopladas, permiten conocer el peso 

molecular, así como los patrones de fragmentación. Estos análisis permiten una 

determinación aproximada del tipo de antocianidina y de los azúcares presentes. 

 

En un estudio realizado por Giusti et  al
75

., se identificaron las antocianinas: 

Delfinidina 3-O-β-glucopiranósido, cianidina 3-O-β-glucopiranósido, petunidina 3-O-

β-glucopiranósido, pelargonidina 3-O-β-glucopiranósido, peonidina 3-O-β-

glucopiranósido, y malvidina 3-O -β-glucopiranósido presentes en un extracto vegetal 

concentrado de granos de baguaçu (Umbelliflora Eugenia Berg), una fruta tropical de 

Brasil, mediante de la técnica ESI-MS. Se comprobó la versatilidad y eficiencia del 

acople  ya que el extracto crudo de esta fruta presentaba una mezcla compleja de 

compuestos polifenólicos. 
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1.3 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE 

EL USO DE ESPECTROFOTOMETRÍA  UV-Vis 

 

 

Existes diversos métodos para determinar la actividad antioxidante in vitro de 

antocianinas y otros polifenoles en una muestra. Su estructura particular, deficiente en 

electrones hace que estos compuestos sean muy reactivos ante las especies reactivas 

de oxigeno (ROS) y de nitrógeno (RONS). En general, los antioxidantes son 

sustancias que se encuentran en pequeñas concentraciones en comparación con un 

sustrato oxidable y que retrasan o inhiben significativamente la oxidación de dicho 

sustrato. También estabilizan las ROS mediante la cesión de un H
+
 y las convierten 

en compuestos no radicalarios
76

. Es necesario utilizar varios métodos de medida de 

actividad antioxidante para obtener un valor representativo de capacidad antioxidante 

de la muestra, debido a que los antioxidantes pueden ser hidropífilcos o lipofílicos, la 

medición de los antioxidantes individuales por separado no permite conocer con 

certeza la capacidad antioxidante total de un fluido biológico por los efectos 

sinérgicos  y cooperativos que puedan establecerse entre los antioxidantes presentes 

en él
77

. Esto indica que la capacidad antioxidante se debe a la acción conjunta de 

antioxidantes de muy variada reactividad presentes en un extracto y de los cuales no 

todos son solubles en agua (hidrofílicos)
78

.
 

 

Los radicales libres son los responsables de los daños causados sobre los lípidos y 

proteínas por medio del fenómeno de la oxidación, el cual compromete la integridad 

del ADN de los seres humanos y son ampliamente reconocidos como una de las 

causas de enfermedades degenerativas como el cáncer
79

. Los antioxidantes son  

sirven como inhibidores de los procesos neoplásicos y protegen a las células del 

proceso corrosivo de la oxidación
80

. 

 

Diferentes métodos se han desarrollado para determinar la actividad antioxidante de 

fluidos. Todos son métodos de inhibición, donde se usa una especie generadora de 
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radicales libres, y otra que las detecta. La actividad antioxidante de la muestra 

añadida inhibe la generación de estos radicales, usualmente con absorbancias 

significativas en el visible para poder detectar la disminución en su concentración por 

efecto del antioxidante. 

 

En el congreso internacional realizado en Orlando (Florida, USA) en el 2004  sobre 

los métodos de determinación la actividad antioxidante
81

, se analizaron las ventajas y 

desventajas de los principales métodos usados en alimentos. Teniendo en cuenta 

todas las variables, se estableció que no existe un método único y  que los valores 

obtenidos para una muestra dependen del procedimiento utilizado para evaluarla; por 

lo cual es necesario considerar que las determinaciones de la capacidad antioxidante 

realizadas in vitro nos dan sólo una idea aproximada de lo que ocurre en las 

situaciones complejas in vivo. Habitualmente las diferentes mediciones se expresan 

en equivalentes de vitamina E, usando Trolox (un análogo soluble de vitamina E), por 

cantidad de muestra aplicada. 

 

Existen varios métodos colorimétricos muy usados hoy en día, entre estos se pueden 

mencionar los siguientes: 

 

El ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) que se basa en la medición de la 

fluorescencia de una molécula a la que se le somete a la acción de un generador de 

radicales libres. A medida que la molécula fluorescente es atacada y dañada por los 

radicales va perdiendo su fluorescencia; la labor de los antioxidantes es la de proteger 

la molécula, y cuanto más capacidad antioxidante tiene un compuesto o alimento más 

se preserva la capacidad de emitir luz de la molécula en cuestión. El grado de 

protección se mide con un medidor de fluorescencia y se cuantifica en "equivalentes 

de Trolox" (TE)
82

. 
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El método del DPPH se basa en la reducción del radical DPPH• por los antioxidantes 

de la muestra. El radical es estable y tiene una coloración púrpura que se pierde 

progresivamente cuando se añade la muestra conteniendo sustancias antioxidantes 

(Figura 14a). La decoloración del radical se determina a una λ de 515 nm  hasta 

alcanzar el equilibrio (Figura 14 b).  Entre las ventajas de usar este método, se tiene 

que el ensayo DPPH es un método rápido y sencillo y que no requiere de un 

equipamiento sofisticado. La desventaja que tiene este método es que sólo puede 

disolverse en medio orgánico y en algunos casos la interpretación resulta complicada, 

ya que algunos antioxidantes pueden causar interferencias si poseen un espectro de 

absorción similar al DPPH
83

.  

 

(a) 
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(b) 

 
Figura  14 (a) Reacción del  DPPH con el método del 2, 2-difenil-1-picrilhidrazilo 

(DPPH)
84

 (b) Esquema de reacción entre  2, 2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y 

Trolox.
85

 

 

 

En el método ABTS (ácido 2,2´-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfónico) el radical  

tiene que ser generado tras una reacción que puede ser química (dióxido de 

manganeso, persulfato potasio, ABAP, enzimática (peroxidasa, mioglobulina) (Figura 

15a), o también electroquímica. Con este método, se puede medir la actividad de 

compuestos de naturaleza tanto hidrofílica como lipofílica. El cromóforo ABTS 

presenta un color azul/verde con máximo de absorción a λ 342 nm, el cual es soluble  

tanto en agua como en disolventes orgánicos y químicamente estable. El radical 

ABTS
·+

 una vez generado por medio de enzimas o químicamente pasa a presentar 

nuevas características con máximos de absorción a λ (414, 645, 734 y 815 nm), pero 

se mide a una longitud de onda λ 734 nm. Una de las principales ventajas del uso de 

este radical es que tiene la capacidad de solubilizarse en medios acuosos y en medios 
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orgánicos. El radical ABTS
•+ 

es mas indicado para ensayos decompuestos coloreados, 

como el caso de los antocianos, por presentar absorción máxima próxima a la región 

infrarroja (λ 734nm) reduciendo posibilidades de interferencias de compuestos 

coloreados que absorben en la región del visible o compuestos resultantes de reacción 

secundaria
86

 (Figura 15b). 

 

 

 

 

 

Figura  15 (a) Formación del radical ABTS (b) reacción del catión radical ABTS•+ 

con compuestos fenólicos. 86
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1.4 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR 

RESONANCIA ELECTRÓNICA PARAMAGNÉTICA (EPR)  

 

La EPR es una clase de espectroscopia de absorción en la cual una radiación de 

microondas produce transición entre niveles de energía magnética de electrones 

desapareados. Usualmente, el origen de su paramagnetismo es un radical libre para 

moléculas orgánicas o un ión de un metal de transición, en compuestos inorgánicos.
87

  

 

Los radicales libres son muy reactivos ya que tienden a captar un electrón de 

moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquímica. Una vez que 

éste ha conseguido sustraer el electrón que necesita, la molécula estable que se lo 

cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electrón desapareado 

iniciándose así una verdadera reacción en cadena que produce alteraciones en las 

células y puede conducir a diversas enfermedades degenerativas. 

 

La espectroscopía EPR mide las diferencias de energía entre los estados originados 

por el desdoblamiento que se genera al poner un sistema con electrones desapareados 

en un campo magnético externo (efecto Zeeman). La diferencia de energías entre dos 

estados será de la forma g μB HZ, donde g es el factor de Landé, μB es el magnetón de 

Bohr y H el campo magnético aplicado. La denominada condición de resonancia para 

obtener en el espectro un pico de resonancia es: 

 

h v = gj μB HZ           

 

Y este campo es HZ  será el campo de resonancia. De aquí puede despejarse el factor 

de Lande g. Este factor g puede llegar a ser muy útil a la hora de identificar la 

muestra
88

. 
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En los radicales orgánicos el electrón desapareado se encuentra más o menos 

deslocalizado en la molécula que los contiene y sus espectros de EPR, pueden 

suministrar información acerca de la distribución de la densidad de espín a través de 

la estructura hiperfina (interacciones con otros núcleos cercanos)
89

. 

 

Esta técnica ha sido usada anteriormente en la determinación de la actividad 

atrapadora de radicales de las catequinas, también en determinación antioxidante de 

los componentes seleccionados del té, los vinos, coñacs  y frutos
90

. 

En un estudio realizado por Rimbach et al.,
91

 en la Universidad de Salamanca se 

investigó la  capacidad de las antocianinas y sus aductos derivados de acido pirúvico 

para atrapar el anión super oxido y el grupo hidroxilo  por EPR. Se determinó que los 

3-glucósidos de delfinidina, cianidina, petunidina, pelargonidina y malvidina 

exhibieron una potente captación del radical superóxido y en menor medida del 

radical hidroxilo. Así mismo que las piroantocianinas de cianidina, petunidina, 

malvidina y pelargonidina mostraron una alta capacidad para captar radicales 

superóxido, pero no de radicales hidroxilo. Con lo anterior se demostró la capacidad 

antioxidante de las antocianinas presentes en el vino por medio de la técnica de EPR.  

Una de las principales ventajas de esta técnica a la hora de caracterizar radicales 

orgánicos, es que proporciona diferente información en función de las características 

de la muestra y permite la medida directa de la concentración de radicales libres en 

solución.  

1.5  APLICACIÓN DE COLORIMETRÍA TRIESTÍMULO EN LOS 

EXTRACTOS DE ANTOCIANINAS 

 

El color es una respuesta mental al estímulo producido en la retina por una radiación 

luminosa visible, pero la medida de este estímulo depende de las condiciones que lo 

rodean. Así, para lograr unificar dichas medidas se han definido unas condiciones 



 

37 
 

estándar que permiten obtener resultados comparables, como son: el observador, el 

iluminante, la geometría de iluminación-observación y el intervalo de medida
92

. 

 

La búsqueda continúa de sistemas estándar que permitan la descripción y 

comparación precisa de colores ha llevado al desarrollo de modelos de color. El 

modelo más usado en la actualidad para caracterizar el color de extractos de 

antocianinas es el CIELAB. Este modelo fue desarrollado en 1976 por la ―Comisión  

Internationale de l Éclairage (CIE)‖ (Comisión Internacional para el Estudio de la 

Iluminación), la cual estableció un sistema internacional basado en el efecto que 

cualquier color puede producir sobre un ―observador estándar‖. Para ello se tuvo en 

cuenta que el color es tridimensional y que bastan solo tres números para definirlo. 

 

El estímulo cromático está compuesto por tres sensaciones bien diferenciadas, que 

dan al color su carácter tridimensional: matiz o tono, luminosidad y saturación o 

pureza. El matiz o tono es la propiedad por la cual un color se identifica como rojo, 

azul, etc., y está relacionado con las diferencias de absorbancia de la energía radiante 

a diferentes longitudes de onda; es decir, es el atributo cualitativo del color. La 

luminosidad es el atributo en virtud del cual los colores pueden considerarse 

equivalentes a alguno de los miembros de la escala de grises, entre el negro y el 

blanco. Es una medida relativa de la luz reflejada frente a la absorbida. La saturación 

o pureza se define como la proporción de luz cromática en la percepción total, o 

como el grado de diferencia entre el punto de color en cuestión y el correspondiente 

al punto gris de la misma luminosidad. 

 

Estos tres atributos, tono, luminosidad y saturación definen cualquier color. Esta 

consideración tridimensional del color es el fundamento de la teoría tricromática. Las 

leyes experimentales de la igualación del color se resumen en un principio conocido 

como generalización tricromática.
93
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La escala en la cual se mide el color basada en estos aspectos, esta basada en la teoría 

de Hering en la cual los conos del ojo están codificados para recibir señales  de luz-

oscuridad, rojo-verde y amarillo-azul, según lo cual un color no puede ser al tiempo 

rojo y verde. En este modelo se representan en coordenadas rectangulares las 

expresiones: claridad (L*), croma (C*ab), matiz o tono (hab) y a*b*. Así se fija un eje 

―a‖ cuyos extremos a y –a serán colores rojo y verde respectivamente. De la misma 

manera el eje ―b‖ tendrá extremos b y –b azul y amarillo. La luminosidad se 

representa a lo largo de una coordenada L que es perpendicular a las dos anteriores y 

sus extremos son el blanco y el negro puro. El matiz se mide como el ángulo que va 

en sentido opuesto a las manecillas del reloj, partiendo de +a. (Figura 16). 

 

Figura  16. Modelo de color CIELAB
94

 

El color de una muestra puede ser medido espectrofotométricamente y ser trasladado 

a las coordenadas del modelo a emplear mediante la transformación matemática de 

las curvas de reflectancia o transmitancia en la región del espectro electromagnético 

visible entre λ 380 y 780 nm
95

. 
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El color, puede ser expresado como un punto en un espacio vectorial definido por las 

coordenadas angulares L*, a* y b* ó por sus coordenadas angulares, croma (C*ab ) y 

tono (h ab), definidos por a* y b* así: 

 

h ab = tan
-1

 (b/a) 

C ab = (a
2
 + b

2
)
1/2 

 

Por lo tanto un color que se encuentre más cercano al origen de coordenadas 

presentará un color apagado mientras que uno más lejano presentará mayor vividez.  

 

La estructura de las antocianinas es la de un híbrido de resonancia, en la que la carga 

positiva se encuentra deslocalizada entre diversos átomos de la molécula, aceptándose 

como posibles diversas estructuras (Figura 5). Los iones oxonio son generalmente 

poco estables, pero en el caso del fenil-2-benzopirilio, los dobles enlaces conjugados 

que posee le confieren estabilidad. 

 

Las antocianinas poseen coloraciones rojizas las cuales se encuentran con ángulos de 

matiz desde 0° hasta 60°, las de matices cercanos o menores que 0° poseen 

coloraciones violeta y las cercanas a 60° tienen coloraciones anaranjadas. Por medio 

del modelo CIELAB se han caracterizado y comparado los colores de extractos y 

compuestos puros de antocianinas, por ejemplo, en derivados de pelargonidina
96

, 

derivados de malvidina-3-glucósido,
97

 antocianinas en flores,
98

 antocianinas en 

rábano y papa
99

.  Estos estudios demuestran que aplicar sistemas colorimétricos de 

espacio uniforme es de gran utilidad en la caracterización de las propiedades del color 

de los pigmentos. 

 

En un  trabajo realizado por Giusti, et al.,
96

 en donde se estudiaron pigmentos 

obtenidos de extractos obtenidos a partir de fresas y rábanos en solución metanólica 

(pH 1) y a temperatura ambiente las características del color de diferentes 
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antocianinas, encontraron diferencias en la glicosidación y acilación de las 

antocianinas estudiadas, las cuales tienen un efecto marcado sobre las características 

espectrales y del color de estos pigmentos. En general se observó un mayor efecto 

hipercrómico cuando se incrementa el número de unidades de azúcar en el pigmento; 

así por ejemplo, la pelargonidina-3-soforósido-5-glucósido presentó una mayor 

absortividad molar (ε) que su respectivo monoglucósido. Además, como 

consecuencia de la mayor glicosidación también se observó un efecto hipsocrómico. 

También se evidenció un efecto, debido a la acilación, sobre las características 

espectrales y del color de las antocianinas estudiadas. Por ejemplo, se observó un 

desplazamiento batocrómico y un efecto hipercrómico de los derivados acilados de 

pelargonidina al compararlos con pelargonidina-3-soforósido-5-glucósido. 

 

Por otro lado Heredia, et al.,
100

estudiaron por colorimetría triestímulo las 

características del color de glucósidos de cianidina, delfinidina, petunidina, 

pelargonidina y malvidina, todas éstas aisladas de la uva. Este estudio se realizó en el 

intervalo de pH 1.5 a 7, en el que se encontraron grandes diferencias de color en 

cuanto al croma. Estas diferencias se relacionaron con aspectos estructurales de los 

pigmentos. En general el número y tipo de sustituyentes en el anillo B de la aglicona 

fue el aspecto más relevante, ya que los pigmentos con dos sustituyentes en el anillo 

B se localizaron en el área del matiz naranja, mientras que pigmentos con tres 

sustituyentes estuvieron localizados en el área de los rojo-púrpura.  
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2 METODOLOGÍA 

 

La metodología para el estudio de los pigmentos de las cuatro frutas: uva de árbol 

(Myrciaria aff cauliflora (Mart.)D.Bery), coral (Hyeronima macrocarpa Mull.Arg), 

mora pequeña (Rubus megalococcus Focke) y motilón Hyeronima macrocarpa 

Mull.Arg), fue desarrollada en tres etapas: primero la obtención del extracto crudo 

enriquecido en antocianinas, seguido por la identificación y cuantificación de los 

pigmentos tipo antocianina, luego evaluación de la actividad antioxidante de los 

extractos crudos; y finalmente el estudio de la estabilidad del color a diferentes pHs. 

2.1 MATERIAL VEGETAL 

 

Las frutas tropicales uva de árbol y coral objeto de este estudio se recolectaron en la 

zona sur occidental del país en Timbio (Cauca), el motilón en la Unión (Nariño) y la 

mora pequeña en el Hatillo Albanía (Santander) y se seleccionaron de acuerdo a los 

parámetros de madurez establecidos por su color. La identificación taxonómica de las 

muestras de estos frutos silvestres se realizó en el Instituto de Ciencias Naturales de 

la Universidad Nacional de Colombia de la siguiente manera: uva de árbol (Myrciaria 

aff cauliflora (Mart.)D.Bery) (COL 531920),  coral (Hyeronima macrocarpa 

Mull.Arg) (COL 531921),, mora pequeña (Rubus megalococcus Focke) (COL 

531919) y motilón Hyeronima macrocarpa Mull.Arg) (COL 531910). Aunque el 

coral y el motilón se clasificaron bajo el mismo nombre son especies 

morfológicamente diferentes, que ameritan un estudio botánico profundo para poder 

definir su variedad, lo cual no fue objeto de este trabajo. 

2.2 OBTENCIÓN DEL EXTRACTO ENRIQUECIDO EN ANTOCIANINAS 

(ERA) 

 

Para la mora pequeña, se tomó la fruta entera (295 g), de la uva de árbol solo la 

cáscara (134 g), y en el motilón y el coral se usó la fruta sin semilla (98 y 123 g 
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respectivamente). Estas partes de las frutas  fueron extraídas separadamente  con 

metanol/ácido acético  (19:1 v/v) (1 L) durante toda la noche a temperatura ambiente 

y en la oscuridad. En cada caso, después de que el disolvente se eliminó al vacío, el 

residuo se aplicó  sobre una columna de resina de Amberlita XAD-7 (Aldrich 

Chemical Co., Milwaukee, WI) de 80 x 4 cm. La columna se lavó con agua, y los 

compuestos adsorbidos se eluyeron con 1 L de metanol/ácido acético (19:1, v / v), de 

acuerdo con el procedimiento descrito por Degenhardt et al
58

. 

 

Cada eluido se concentró al vacío y el residuo se liofilizó obteniéndose un extracto 

rico en antocianinas (ERA) en la mora (2,1 g), en la uva (1,8 g), en el coral (2,0 g) y 

en el motilón (3,0 g). Con el fin de simplificar la composición de los extractos (ERA) 

de coral y motilón, un gramo de cada extracto se fraccionó separadamente en una 

columna de 45x40 cm, empacada con una resina Toyopearl HW-40F  (150 g) (Tosoh 

Bioscience, Japón). Las fracciones se eluyeron con metanol/agua/TFA 

(1:4:0.005,v/v/v,1L) a un flujo de 1.0 mL/min. Se obtuvieron 34 fracciones para el 

coral y 71 para el motilón de 10 mL cada una. Las fracciones se agruparon para el 

coral de la siguiente manera: F1(1-5) F2(6-11), F3(12-16), F4(17-20), F5(21- 28), 

F6(29-32), F7(33-34) y para el motilón: F1(1-7), F2(8-17), F3(18-24), F5(25-30), 

F6(31-37), F7(38-45), F8 (46-51), F9(52-58), F10(59-64), F11(65-71). Se 

seleccionaron las fracciones que tenían antocianinas, esto es para el motilón la  

F6(324 mg) y para el coral la F3 (351 mg). 

 

2.3 ANÁLISIS POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA 

EFICIENCIA (HPLC-DAD). 

 

Se usó un cromatógrafo Agilent Technologies serie 1200, detector DAD (barrido de  

200 nm-700 nm), con una columna  Zorbax-SB C18 5μm 4.6 x 250mm (Phenomenex 

USA). Como eluyente, se usaron los solventes acetonitrilo/agua/ácido fórmico en 
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diferentes proporciones, el solvente A (3:87:10, v/v/v) y el solvente B (50:40:10 

v/v/v), a un flujo de 0.2 mL/min. Se utilizó el siguiente gradiente lineal: de 6 a 20% 

de  B por 10 minutos, 20 a 40%  B por 10 minutos, 40 a 50% de B por 10 minutos,  y 

de 50 a 6% de B por 5 minutos. Se utilizó un ―loop‖ de inyección de 50 µL.  

 

Los extractos en conjunto con los estándares, se analizaron con el fin de confirmar la 

presencia de las antocianinas; las antocianinas:  delfinidina 3-glucósido y petunidina 

3-rutinósido provenientes de Transmit (Marburg, Alemania), cianidina 3-glucósido y 

cianidina  3-rutinósido de Sigma (Aldrich); y la antocianina cianidina 3-rutinosido 

aislada y purificada de la fruta tomate de árbol
101

. 

 

La cuantificación de las antocianinas presentes en cada uno de los extractos se realizó 

por el método de estándar externo utilizando los patrones de cianidina-3-glucósido
46

,  

con un coeficiente de correlación de r
2
 = 0.994  y delfinidina-3-rutinósido aislada y 

purificada del tomate de árbol, con un coeficiente de correlación de r
2
= 0.999. Se 

elaboró una curva de calibración de 5 puntos (5mg/mL, 10 mg/ mL, 20 mg/ mL, 40 

mg/ mL y 80 mg/ mL)  inyectando por triplicado cada una de las concentraciones y 

los datos obtenidos de las muestras (ARE) se interpolaron en la curva. Los resultados 

se expresaron en mg de cianidina-3-glucosido y delfinidina-3-rutinosido/100 g de 

muestra, respectivamente.  

 

2.4 ANÁLISIS POR HPLC- MS-IT-TOF   

 

Tanto los ERA como las fracciones obtenidas se disolvieron en metanol (1mg/mL), y 

se analizaron utilizando un  cromatógrafo líquido acoplado a un espectrómetro de 

masas Shimadzu LCMS-IT-TOF (Kyoto, Japón). Para la separación cromatográfica, 

se utilizó una columna Luna RP-18 5μm (150 x 2,0mm d.i., Phenomenex). Como 

eluyente se uso el solvente A compuesto de acetonitrilo/agua/ ácido fórmico 3:87:10, 
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v/v/v y el solvente B 50/40/10, v/v/v, a un flujo de 0,2  ml / min. Se utilizó un ―loop‖ 

de inyección de 5 µL. Los solventes utilizados fueron grado LCMS, Honey Well 

Burdick and Jackson (Muskeson, MI, USA) 

 

Para el análisis por espectrometría de masas se usaron los siguientes parámetros: 

ionización electrospray  operada en modo positivo, la temperatura del CDL 300°C, 

del bloque del CDL 200°C, el flujo del gas (N2) 1,5 L/min.,  voltaje del detector de 

1,8 kV, acumulación de iones de 20 mseg y un rango de scan de  m/z de 100-900 u. 

La energía de colisión del gas Argón se fijó en 50% para los extractos enriquecidos 

en antocianinas y del 10% para las fracciones. El software LCMS Solution (Shimadzu, 

Tokyo, Japón) fue usado  para la recolección y análisis de los datos.  

 

2.5 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 

2.5.1 Obtención de los extractos para actividad antioxidante. La obtención del 

extractos se realizó siguiendo el procedimiento por Vasco  et alError! Bookmark 

not defined., con el objeto de extraer tanto los compuestos hidrofílicos como 

lipofílicos.  Según este procedimiento, se liofilizaron las frutas: mora pequeña (fruta 

entera), uva de árbol (cáscara), motilón y coral (fruta sin semilla) y se pesaron 0.5 

gramos de cada uno de los liofilizados; luego se extrajeron los compuestos fenólicos 

por 1 hora a temperatura ambiente con 20 mL de una mezcla de metanol:agua (50:50 

v/v), seguido por otra extracción con 20mL de acetona:agua (70:30 v/v) y se 

centrifugó a 4000 rpm por 15 minutos. Finalmente al sobrenadante se le adicionaron 

50 ml de agua destilada en un balón aforado obteniéndose así cada uno de los 

extractos que fueron usados en los análisis de actividad antioxidante. 
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2.5.2 Determinación de la actividad antioxidante por el método TEAC-

espectroscopía UV-Vis. El análisis espectrofotométrico TEAC está basado en la 

habilidad del antioxidante para capturar el catión radical ABTS
.+

. El ensayo se llevó a 

cabo de acuerdo con el método desarrollado por Re, et al. 
86 

El catión radical ABTS
. +

 

se produjo por la reacción entre ABTS (7mM) en agua y persulfato de potasio (2,45 

mM) en 10 ml de agua destilada, manteniendo la solución en la oscuridad a 

temperatura ambiente por 12 horas (solución stock). Luego esta solución se diluyó en 

metanol para obtener la de trabajo (0.18 mM), la cual se ajustó a una absorbancia de 

0.7 ± 0.2 a λ 734 nm. Se prepararon soluciones patrón de Trolox (Fluka) Chemie 

GmbM (Steinheim, Suiza) en etanol en concentraciones de 0.5, 1, 1.5, 2 y 2.5 mM. 

Para la determinación de la actividad antioxidante, a 1ml de la solución de trabajo se 

le adicionaron 10 μL de cada muestra y se midió la absorbancia a λ 734 nm 

exactamente a los 6 minutos. Para tal fin se utilizó un espectrofotómetro UV-Vis 

Thermo Scientific evolution 300. Se uso ácido ascórbico (Merck, Dam stadt 

Alemania) como compuesto de referencia. Se interpolaron los datos en la curva y se 

expresaron como TEAC (Trolox-equivalent antioxidante capacity). El valor TEAC se 

define como el número de milimoles de Trolox que tienen el mismo porcentaje de 

inhibición que un gramo de fruta (peso seco). 

2.5.3 Determinación de la actividad Antioxidante frente al radical  DPPH por 

espectroscopía UV-Vis. El DPPH
●
 es un radical estable de color violeta, cuya 

absorbancia disminuye al ser reducido por un antioxidante (AH): 

 

DPPH
●
+AH                              DPPH- H + A

●                          
 

 

La actividad antioxidante de los extractos de las frutas se cuantificó midiendo el 

grado de decoloración de una disolución metanólica de DPPH
●
, a una longitud de 

onda de 514 nm
102

.  El ensayo se llevó a cabo utilizando 0.1 mL de extracto y 3.9 mL 

de la solución de DPPH
● 

(0.27 mM, 108 mg/100mL MeOH). Se midieron los valores 
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de absorbancia a un tiempo cero y después cada diez segundos hasta obtener el valor 

inicial reducido a la mitad. La actividad antioxidante se expresó como EC50 valor que 

expresa la concentración de la muestra necesaria para inhibir el 50% de los radicales 

libres DPPH (EC50 = concentración de la prueba en estado de equilibrio). 

 

2.6 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE  POR 

ESPECTROSCOPÍA DE RESONANCIA PARAMAGNÉTICA (EPR). 

 

 Se utilizaron los mismos extractos de frutas y las mismas soluciones de radicales 

libres (ABTS y DPPH) que en los ensayos por espectroscopía UV-Vis. Una alícuota 

de 10  L de cada muestra fue agregada a 1 ml de la solución  de ABTS de trabajo y 

luego fue sometida a las medidas sucesivas de EPR de 0-30 minutos. Para el caso de 

DPPH, 100  L de cada ARE fue adicionado por separado a 3,9 mL de solución de 

DPPH (11,5 mg/200 ml MeOH). Todas las mediciones se iniciaron exactamente dos 

minutos después de mezclar la solución de radicales con las muestras, durante 30 

minutos. En ambos casos, se corrieron los solventes y las muestras blanco con el fin 

de asegurar  que no se produjo absorción por estas a lo largo de las mediciones de 

EPR, y se verificó la estabilidad de las soluciones de radicales libres sin muestra. 

 

Los análisis de EPR se llevaron a cabo a temperatura ambiente en un espectrómetro 

Bruker ESP 300. Las mediciones de EPR se realizarón con una frecuencia de 

modulación de 100 kHz, un ancho de barrido de 100 G, la modulación de amplitud de 

0,49 G, el tiempo de scan de 41,94 s y una potencia de microondas de 20 mW. Las 

intensidades de las integrales de los espectros de EPR se obtuvieron por la evaluación 

de sus integrales dobles (DIEPR).  La concentración relativa (Crel) de radicales libres 

para los tiempos de reacción individual fue calculada como: 

Crel = [DIEPR/DI
ref

EPR]t 
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Donde, DIEPR y DI
ref

EPR  presentan integrales dobles determinadas por las muestras 

(antioxidante mas radical libre)  y por la referencia (radical libre en metanol), 

respectivamente.  

 

Tomando en cuenta estudios previos.
103

 Se asumió que el modelo cinético para estas 

reacciones era de orden 2. Así para determinar la constante de velocidad, la expresión 

(1/Ct – 1/Co) se graficó versus tiempo (min) y se realizó el análisis de regresión lineal 

de acuerdo con la ecuación:   

(1/Ct) – (1/Co) = Kt 

 

Donde K es la pendiente, Co la concentración inicial, Ct la concentración del radical 

libre a un tiempo especifico y t es el tiempo de reacción en minutos. 

 

2.7 ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DEL COLOR DE LOS ERA 

 

Este estudio se realizó en un espectrofotómetro UV-Vis Agilent 8453. Para estudiar el 

efecto del pH sobre la estabilidad del color de las antocianinas en cada uno de los 

extractos enriquecidos en antocianinas, se prepararon 100 mL de soluciones acuosas 

de cada una de ellas en una concentración tal que la absorbancia inicial medida en el 

espectrofotómetro a λ 520 nm, fue de aproximadamente en 0.7 unidades. Luego se 

midió el pH inicial de cada solución y se ajustó a  un valor de 1.5 con HCl 32%; 

posteriormente adicionando gotas de NaOH 10M se incrementó poco a poco el pH de 

la solución hasta obtener valores de 3.5, 5.5 y 7.5. En cada valor de pH se midieron 

los parámetros de color (L*, a*, b*) y los valores de C*ab, hab se calcularon  de 

acuerdo a las ecuaciones 1, 2 y 3. Las sucesivas variaciones de pH se obtuvieron 

adicionando pequeños volúmenes de NaOH 10M, por lo que se considera 

despreciable el cambio de volumen. 
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(1) C*ab = [ (a*)2 + (b*)2 ]
1/2

 

(2) hab = arctan (b*/a*) 

(3) ΔE*ab = [ (ΔL*)
2
 + (Δa*)

2
 + (Δb*)

2
 ]

1/2
 

 

Las correlaciones entre los parámetros del color se obtuvieron por medio del software 

Statistica v. 6.0 (StatSoft, 2001); el cual es un software completo para el análisis de 

datos que permite correlacionar diferentes variables. 

 

La estabilidad del color con respecto al tiempo de almacenamiento se determinó a los 

mismos valores de pH, a una temperatura ambiente de 15°C. Cada una de las 

soluciones preparadas anteriormente se envasaron en recipientes de vidrio de 130 ml 

cada una, y posteriormente se almacenaron en la oscuridad en presencia de aire 

(23%). Cada ocho días se midieron los parámetros del color, cada dato fue el 

promedio del valor obtenido para cada parámetro en cada una de las dos soluciones 

preparadas por muestra. 

 

Los parámetros CIELAB (L*, a*, b*) de los extractos,  se determinaron de acuerdo 

con las especificaciones CIE usando el software CromaLab (Heredia et al, 2004
95

). 

Las diferencias de color ΔE*ab se calcularon entre el pH inicial (pH 1.5) y la muestra 

después del tratamiento (incremento de pH).  

 

2.8 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

 

Se realizó el análisis de varianza y la prueba de comparación de medias (Tukey P ≤ 

0.05) para todas las variables registradas. El análisis estadístico se realizó con el  

programa  Minitab 16. 
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3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1 DETERMINACIÓN DE LA COMPOSICIÓN ANTOCIÁNICA DE LOS 

ERA 

 

La técnica de HPLC acoplada a ESI-MS/MS  proporciona una valiosa información 

para la evaluación estructural de las antocianinas, ya que fácilmente se obtienen los 

iones moleculares debido a que éstas se encuentran ionizadas en solución. Mediante 

el experimento MS-MS se producen los fragmentos típicos correspondientes a las 

antocianidinas y demás residuos de azúcares o grupos acilo presentes en las muestras. 

 

En este trabajo, se verificó la presencia de las antocianinas, teniendo en cuenta su 

absorbancia característica en λ 520 nm. Así, la presencia de los iones fragmentos en 

m/z 287, m/z 303, m/z 301 y m/z 317 corresponde a las agliconas cianidina, 

delfinidina, peonidina y petunidina, respectivamente. Las diferencias encontradas 

entre los iones moleculares y los iones producto sirven para identificar los azucares 

unidos a las antocianidinas. Con base en el análisis del EM se propusieron las 

estructuras de las antocianinas, las cuales fueron corroboradas por comparación con 

estándares mediante coinyección y con los datos de EM de alta resolución. Todos los 

cromatogramas reportados en este estudio se registraron a dos longitudes de onda: λ 

520 nm para antocianinas y λ 371 nm para flavonoides.  

 

Coral y Motilón. Los perfiles obtenidos para las dos frutas,  por HPLC-DAD se 

presentan en la Figura 17 Con base en el patrón de fragmentación se identificaron 

cuatro antocianinas: delfinidina-3-rutinósido, petunidina-3-rutinósido, cianidina-3-

rutinósido y delfinidina-3-glucósido (tabla 3). 
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Figura  17. Análisis por HPLC de los ERA de a) Coral, b) Motilón. La identificación de cada pico corresponde con la tabla 
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Tabla 3. Identificación  y cuantificación de las antocianinas presentes  

en Coral y Motilón (Hyeronima macrocarpa Mull.Arg) 
 

 

 

a
Reportado como  delfinidina-3-rutinosido, 

b
 se confirmaron  por coinyección con estándar Rut:  rutinósido;  Glu: glucosido; 

d,e,f,g,
 se 

obtuvo por MS/MS a partir del correspondiente ión molecular  
 

Pico 

No 

Tiempo de 

retención 

Coral(min) 

Tiempo de 

retención  

Motilón(min) 

Fórmula 
Ion molecular 

Experimental 
Masa exacta Iones fragmento 

Identificación 

(mg/g fruta) 

peso 

humedo  

 

(mg/g fruta) 

peso húmedo 

 

HPLC-ESI 

/MS-MS 

HPLC-ESI/ 

MS-MS 

 
M+ (m/z) (m/z) (m/z) (coral) (motilón) 

1 9,1 8,3 C21H21O12 465.0906 465.1033 303 [M-162]
 +

 
d
 

Delfinidina-3-O-

glucopiranósido
b
 

0,58 ±1,30
a
 2,87±0,07

 a
 

2 10,6 9,5 C27H31O16 611.1623 
611.1612 

 

465[M-146]
 + 

/303[M-

146-162]
 +

 
e
 

Delfinidina-3-O- 

rutinósido
b
 

12,04 ±1,30
 a
 10,98±0,07

 a
 

3 14,4 13,8 C27H31O15 595.1636 595.1663 287[M-162-146]
 + f

 
Cianidina- 3-O-

rutinósido
b
 

2,07 ±1,30
 a
 7,58±0,07

 a
 

4 17,9 17,4 C28H33O16 625.1599 625.1768 611/317[M-162-146]
 +  g

 
Petunidina3-O- 

rutinósido
b
 

2,49 ±1,30
a
 8,21±0,07

 a
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El motilón, presentó las mismas antocianinas que el coral, lo cual concuerda con el 

hecho de que las dos frutas pertenecen a la misma especie Hyeronima macrocarpa 

Mull.Arg. La principal diferencia radica en que la concentración total de estas 

antocianinas es mayor en el motilón (29.64 mg/g) que en el coral (17.18 mg/g). 

 

El compuesto mayoritario en las dos frutas fue identificado como delfinidina-3-O-6’’-

O-α-ramnopiranosil-β-glucopiranósido ó delfinidina-3-rutinosido. En el espectro de 

masas  (Figura 18), se tiene el ión molecular en m/z 611, junto con un ión fragmento 

en m/z 465 correspondiente a la perdida de una hexosa [M-162]
+
. Por MS/MS a partir 

del ión molecular se obtuvo el ión producto 303 [M-162-146], concordante con la 

presencia de dos unidades de azúcar, una hexosa y una pentosa unidas a la 

antocianidina.  En este caso el ión molecular obtenido por espectrometría de masas de 

alta resolución (HRMS) fue 611.1623, concordante con la fórmula C27H31O16 

(611.1612 valor teórico).  En el motilón también se pudo observar la presencia de un 

flavonol a una λ de 371 y a un tiempo de retención de 23 minutos (Figura 17 b). El 

espectro de masas de este compuesto (Figura 19) presentó un ión pseudomolecular en 

m/z 611.1657 [M+H]
+
 y un ión aducto en m/z 633.1468 [M+Na]

+
, que indica un peso 

molecular de 610 u. Los iones fragmento en m/z 465 [M-146]
+, 

303 [M-146-162]
+ 

sugieren la presencia de quercetina unida a una hexosa y una pentosa. 

 

 El fraccionamiento del extracto ARE de esta fruta, a través de la resina de toyopearl 

permitió observar claramente la presencia de este flavonol en la fracción F8 y obtener 

fracciones de antocianinas más puras para su análisis por LCMS. En forma análoga a 

lo explicado anteriormente se analizaron todas las antocianinas presentes en cada una 

de las muestras.           
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Figura  18. Espectro de ESIMS (compuesto 2) de delfinidina-3-rutinósido presente 

en el extracto ARE de las frutas coral y motilón 
 

 

 

Figura  19. Espectro de masas del flavonol presente en la fruta motilón ( tR 23min) 
 

 

Esta es la primera vez que se reporta la composición en estas especies. Es importante 

mensionar que en otras especies, de la familia Euphorbiaceae,  Ricinus communis 

L
104

,  se identificaron las antocianinas novedosas: cianidina 3-O-β-xilopiranosido-5-

O-β-glucopiranósido, cianidina 3-O-β-xilopiranosido-5-O-(6'''-O-malonil-β- 

glucopiranósido) y cianidina 3-O-β-xilopiranosido-5-O-(6'''-O-methilmalonato-β-

glucopiranósido. 

 

Mora pequeña. En el extracto ARE  de esta fruta, se identificaron las antocianinas: 

cianidina 3-O-β-glucopiranósido como compuesto mayoritario y cianidina-3-

rutinósido (Figura 20) (tabla 4). Adicionalmente se detectó la presencia de un 

derivado de ciandina (anexo 1) con una masa molecular correspondiente a 535,1100 y 

los iones fragmento en m/z 449 [M-86]
+
 y 287[M-162-86]

 +
,  lo cual sugiere la 
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presencia de una cianidina unida a una hexosa y probablemente acilada con ácido 

malónico. Estudios realizados en frutas del género  Rubus muestran  que la 

antocianidina más frecuente en esta especie es la cianidina.  Así por ejemplo, 

Qingguo Tian et al
105

., reportaron las antocianinas cianidina 3-glucósido, cianidina 3-

sambubiosido, cianidina 3 - (2G-xilosilrutinosido) y cianidina 3-rutinósido en la 

especie Rubus occidentalis con un contenido total de antocianinas entre 170 - 430 

mg/100g de fruta fresca. Hurtado
101

  encontró que las antocianinas mayoritarias en 

mora de castilla (Rubus glaucus Benth), eran: cianidina-3-O-(2’’-O-β-xilosil-6’’-O- 

α-ramnopiranosil-β-glucopiranósido), cianidina-3-O-(6’’-O-α-ramnopiranosil)-β- 

glucopiranósido y pelargonidina-3-O-(6’’-O-α-ramnopiranosil-β-glucopiranósido). Es 

importante resaltar que en el extracto ERA de mora pequeña no se detectaron la 

presencia de flavonoles ni antocianinas poliméricas. 
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Figura  20. Análisis por HPLC del ERA de mora pequeña. La identificación de cada pico corresponde con la tabla 4. 

 

Tabla 4. Identificación y cuantificación de antocianinas en Mora (Rubus megalococcus Focke) 

  

     

             *
Reportado como cianidina -3-glucosido; 

a
 y

 b
 confirmados con estándar; 

c,d,e 
se obtuvo por MS/MS del ión molecular 

Pico 

No 

Tiempo de 

retención (min) 
Fórmula 

Ion molecular 

Experimental 

Masa 

exacta 
Iones fragmento 

Identificación  tentativa 
(mg/g fruta) peso 

humedo HPLC-ESI/MS-

MS 

 
M+ (m/z) 

 
 (m/z) 

5 12,2 C21H21O11 449,1082 449.1084 287[M-162]+  c 
cianidina 3-O-

glucopiranósido a 
366,46±2,3 a 

3 14,2 C27H31O15 595,1660 595.1663 

449[M-146]+  

/287[M-146-162]+   
d 

cianidina 3-O-rutinósido b 4,60±2,3 a 

6 23,6 C24H23O14 535,1100 535.1087 
449 [ M-86]+  /287 

[M-162-86]+e 
Cianidina-hexosa-malónico 64,72±2,3 a 
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Uva de árbol. El compuesto mayoritario de esta especie corresponde a cianidina 3-O-

β-glucopiranosido. También se determinó la presencia de la antocianina delfinidina-3-

glucósido (Figura 21) (tabla 5). En concordancia con otras investigaciones, en esta 

especie se han reportado la presencia de las antocianinas cianidina 3-glucósido y 

delfinidina3-glucósido 
106

. 
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Figura  21. Análisis por HPLC del ERA de Uva de árbol. La identificación de cada pico corresponde con la tabla 5 

 

 

Tabla 5. Identificación y cuantificación de antocianinas en Uva de árbol (Myrciaria aff cauliflora (Mart.)) 

 

Pico 

No 

Tiempo de 

retención (min) 
Fórmula 

Ion 

molecular 
Masa exacta Iones fragmento 

Identificación  

tentativa 
(mg/g fruta) peso 

humedo HPLC-ESI/MS-

MS 
 

 (m/z) 
 

 (m/z) 

1 8,7 C21H21O12 465.1003 465.1033 303 [M-162]
 +c 

Delfinidin-3-O-

glucopiranósido
b 

26,29±1,1
a 

5 11,7 C21H21O11 449.1044 449.1084 287[M-162]
+d 

Cianidina 3-O-

glucopiranósido
b 

143,51±1,1
 a 

 
a
 Reportado como  Cianidina-3-glucósido; 

b
confirmado con coinyección con estandar.

 c,d 
se obtuvo por MS/MS del ión molecular 
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A continuación se presentan las estructuras de las antocianinas identificadas en las 

cuatro frutas (Figura 22). 

 

 
(1)                                                                                   (2) 

                        
(3)                                                                                    (4) 
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 (5) 

 

 
 

 

Los espectros de masas obtenidos para cada una de las antocianinas (no explicadas en 

este texto), se3 encontradas en las cuatro frutas, se presentan en el anexo 1. 

 

3.2 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS 

ERA 

3.2.1 Espectroscopia UV-Vis. La actividad antioxidante de los extractos 

enriquecidos en antocianinas de las cuatro frutas se midió frente a los radicales libres 

ABTS y DPPH. La medida de la actividad antioxidante por varios métodos permite 

confirmar la contribución relativa de los diferentes compuestos presentes en cada una 

de las frutas estudiadas. En la tabla 6 se presentan los resultados obtenidos de la 

actividad antioxidante por los dos métodos  referenciados a la misma cantidad de 

fruta. 

 

Figura  22. Estructuras químicas de los compuestos encontrados en las cuatro frutas.  
(1)Delfinidina-3-O-glucopiranosa. (2)Delfinidina-3-O-(6’’-O-α-ramnopiranosil-β-glucopiranósido). 

(3) Cianidina-3-O-(6’’-O-α-ramnopiranosil-β-glucopiranósido. (4)Cianidina 3-O-β-glucopiranosido. 

(5) Petunidina-3-O-(6’’-O-α-ramnopiranosil-β-glucopiranósido 
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Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) para establecer si existen diferencias 

significativas entre las medidas de los valores resultantes de los análisis determinados 

con respecto a la actividad antioxidante de cada una de las cuatro frutas; también se 

realizó una comparación de Tukey ambas con un intervalo de confianza del 95%. 

(tabla 6).  

  

Tabla 6. Actividad  antioxidante de los ERAS de las cuatro frutas frente a los 

radicales ABTS y DPPH 

 Coral Uva Motilón Mora 

ABTS (mmol 

Trolox/g fruta) 
0,136±0,036

a
 0,345±0,029

b
 0,426±0,004

c
 0,223±0,022

d
 

% DPPH 

remanente/g 

fruta 

27,13±1.36
a
 25,72±0,77

ab
 23,72±1,08

b
 26,84±0,78ª 

Letras diferentes en las filas indican diferencias significativas (Tukey, p<0.05) en los valores 

reportados todos los experimentos se realizaron por triplicado. 

 

En el método ABTS, los compuestos fenólicos presentes en las cuatro frutas,  

ocasionan la reducción (decoloración) del catión radical ABTS
•+

 que es un cromóforo 

con máxima absorción a λ 734 nm. La reducción del ABTS
•+

 dependerá de la 

capacidad que tengan los compuestos antioxidantes de transferir electrones o donar 

protones. En el método DPPH, los compuestos antioxidantes presentes en las frutas, 

también ocasionan la reducción (decoloración) del radical estable DPPH
•
 que es un 

cromóforo con máxima absorción a λ 515 nm.  

 

 La reducción del DPPH
•
 dependerá al igual que en el método ABTS, de la capacidad 

que tengan los compuestos antioxidantes de transferir electrones o donar protones. 

Como se observa en la tabla 6 la fruta motilón es la que presenta mayor actividad 

antioxidante tanto por  el método ABTS  (0,426±0,004 mmol Trolox/g fruta seca)  

como por el método DPPH (23,72±1,08 % DPPH remanente/g fruta), seguida por la 
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uva y la mora, en tanto que el ERA de coral presento el menor valor de actividad 

antioxidante en comparación con las otras frutas. 

 

La comparación estadística realizada por el método de Tukey permitió establecer que 

las cuatro frutas se diferencian significativamente en cuanto a la capacidad 

antioxidante por el método ABTS. Encontraste con el método DPPH el coral se 

diferencia significativamente solamente del motilón y respecto a las demás no hay 

diferencias significativas, la uva no se diferencia de ninguna, el motilón se diferencia 

significativamente de coral y mora y la mora se diferencia significativamente 

solamente de la de motilón. Villareal et a.l
19

19, realizaron un estudio de la actividad 

antioxidante y eficiencia antiradical in-vitro en extractos de pulpa de motilón dulce 

(Hyeronima macrocarpa) usando los métodos de ABTS y DPPH, encontrando que 

por DPPH el valor de EC50 para la fruta fue de 29.0 g/kg de DPPH y por ABTS 39,34 

µmol trolox/g pulpa. Al comparar los resultados obtenidos en esta investigación 

(tabla 6) se observa que los valores aquí obtenidos son mayores;  lo cual se explica 

porque en este trabajo no solo se uso la pulpa si no también la cáscara. Es de 

esperarse que el valor de actividad antioxidante reportado para la fruta entera sea 

mucho mayor debido a que se trabajo sin semilla. 

 

Es importante resaltar que la actividad antioxidante del coral es mucho menor que la 

del motilón a pesar de que fueron clasificadas como de la misma especie. Esto se 

puede explicar teniendo en cuenta el contenido total de antocianinas presentes en las 

dos frutas (29.7 mg/g) en el motilón y (17.2 mg/g) en el coral. 

3.2.2 Espectroscopia EPR. Los mismos extractos de las cuatro frutas así como las 

soluciones de radicales libres empleadas en UV-Vis se usaron para evaluar la 

actividad antioxidante por EPR. Esta técnica permite una evaluación directa en la 

disminución en la concentración de radicales libres por efecto de la presencia de 

sustancias antioxidantes. La estabilidad de las soluciones de radicales libres se 
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verifico previamente haciendo medidas durante treinta minutos del área. Se obtuvo 

una gráfica de EPR diferente para ABTS y DPPH, esto debido a sus diferencias en 

estructura química (Figura 23). También se observo que el área disminuía con el 

tiempo debido a la disminución en la concentración de radicales libres por efecto de 

los antioxidantes. 

(a) 

 
(b) 

 
Figura  23. Set de espectros EPR individuales del ARE de Motilón registrados a 

diferentes tiempos de reacción en presencia de los radicales libres (a) ABTS y (b) 

DPPH. 
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En las Figuras 24 (a y b) se observa una disminución la concentración relativa de 

radicales libres versus tiempo para las cuatro frutas estudiadas  observando que el 

motilón es la fruta con mayor actividad antioxidante. En la tabla 7 se presentan las 

constantes (K) de velocidad de la reacción de atrapamiento de los radicales libres por 

los ARE de las cuatro frutas frente a los radicales libres ABTS
+
 y DPPH

+
 como 

resultado de aplicar el modelo cinético de orden 2.  La comparación de las constantes 

de velocidad es un buen método para verificar la capacidad de captación de radicales 

en los productos naturales, ya que estas constantes de velocidad están directamente 

relacionados con la actividad antioxidante de los compuestos presentes en los 

extractos. El valor más alto de la constante de velocidad corresponde a una actividad 

más alta de atrapamiento de radicales libres. Según esto, en la tabla 7 confirmó que la 

fruta con mayor actividad antioxidante fue el motilón frente al radical libre ABTS
+
 

como al radical DPPH
+
, es posible sugerir que esto se debe a la presencia de la 

antocianina delfinidina-3-rutinosido presente en esta fruta como compuesto 

mayoritario, su ortosustitución con grupos hidroxilo en el anillo B hace que esta 

antocianina sea más activa frente a radicales libres permitiendo un mayor 

atrapamiento de estos.  

 

 Osorio et al
77

.,  evaluaron la actividad antioxidate  del extracto ARE de la  fruta 

corozo (Bactris  guineensis) y sus principales antocianinas, cianidina-3-rutinosido, 

cianidina-3-glucósido y peonidina-3-rutinósido, por EPR usando los radicales libres, 

ABTS
+ 

y DPPH
+, 

 encontrando  que el ARE del corozo, tiene mayor actividad 

antioxidante por presentar mayor atrapamiento de radicales libres que las 

antocianinas puras lo que explica posiblemente por los efectos sinérgicos o 

cooperativos existentes en mezclas de antocianinas.  
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  (a) 

 

 

(b) 

 

Figura  24. Concentración relativa de a) ABTS y b) DPPH en presencia de los 

extractos de las cuatro frutas. Referencia * = solución de radical libre sin antioxidante 
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Tabla 7. Constantes (K) de velocidad de atrapamiento de los radicales libres de los 

ARE de las cuatro frutas (expresadas en unidades arbitrarias (a.u)) por los métodos 

ABTS y DPPH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3 EFECTO DEL pH Y TIEMPO DE ALMACENAMIENTO SOBRE EL 

COLOR DE LOS ERAS 

 

En la figura 25 se observa el espectro en la región visible de los extractos crudos de 

las cuatro frutas a pH 1.5, valor en el cual las antocianinas son más estables. Es 

evidente que el extracto crudo de la fruta motilón presenta la mayor absorción en la 

región visible del espectro, a una longitud de onda (λ) de 520nm, seguido por el 

extracto crudo de la  mora, coral y uva de árbol. 

  

Radical Libre 

 

Muestra 

K (L.mol
-1

.min
-1

) Coeficiente de 

correlación (r)
 

 

ABTS   

Uva 1.93 x 10
6
 0.929 

Mora 7.71 x 10
5
 0.852 

Motilón 1.35 x 10
7
 0.994 

Coral 1.93 x 10
6
 0.972 

DPPH   

Uva 1.56 x 10
6
 0.937 

Mora 5.85 x 10
5
 0.862 

Motilón 1.36 x 10
7
 0.952 

Coral 7.80 x 10
5
 0.952 
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Figura  25. Espectros UV-Vis de los ERA (1mg/10mL)  de las cuatro frutas  

estudiadas  a pH 1.5 

 

Estas mediciones espectrales fueron importantes para observar las características de 

absorción en el visible de los extractos crudos de las cuatro frutas; sin embargo, estas 

mediciones, por si solas no aportan información suficiente sobre el color de las 

antocianinas presentes en estos. Por lo tanto, con el propósito de obtener información 

más precisa sobre las características del color de los extractos crudos, se evaluó su 

estabilidad en diferentes condiciones y durante su almacenamiento por medio de 

medidas de colorimetría triestímulo. En la Figura 26,  se presenta la variación del 

color en los ERAS de las cuatro frutas a diferentes valores de pH en un tiempo (0). 

En cuanto al motilón se observa que en el menor valor de pH (pH 1.5) el tono se 

encuentra alrededor de  40° lo que indica que  presenta tonalidades naranja-rojizas. 

También se observa que a este pH se encuentran los mayores valores de croma 

debido a que a este pH se favorece el equilibrio hacia la formación de la especie 

catión flavilio desplegando la máxima intensidad de color. Cuando el pH se 

incrementó a 3.5, el matiz del extracto crudo de la fruta gradualmente cambia hacia  

un tono  rojo-violeta lo cual puede deberse a la antocianina delfinidina-3-rutinósido la 

cual se encuentra como compuesto mayoritario en esta fruta. En el intervalo de pH 

5.5 – 7.5 el tono del extracto de la fruta varió poco (entre 40° y 60°); un tono un poco 

más amarillo, lo que explica la formación de chalconas de tono amarillo. Se observa 
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que en tanto mayor es el pH, el croma disminuye, la claridad aumenta y el matiz varia 

en un rango típico para los valores reportados para antocianinas entre 0° y 60°. 

 

(a)                                                                        (b) 

    
(c)                                                                       (d) 

 
Figura  26. (a)Variación del color en los ERAS de las frutas a diferentes valores de 

pH en tiempo=0.  (a) Motilón (b) Coral. (c). Uva. (d). Mora 
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Se encontró que el cambio de color con la variación del pH presenta la misma 

tendencia para los extractos crudos correspondientes a las cuatro frutas (Figura 26 

a,b,c,d);  sin embargo la variación de color con respecto al pH  para los extractos de 

uva y coral (Figuras 26c y 26b) se encuentran en una tonalidad roja cerca a 20° que 

en comparación a los datos obtenidos para el motilón y la mora a este mismo pH, 

estos últimos presentan tonalidades  rojo-naranja con valores cercanos a los 40° 

(Figuras 26a y 26d). En general, se observa una pérdida de intensidad cromática entre 

el valor inicial (pH=1.5) y los siguientes, para todos los tiempos y frutos. En el caso 

de la uva, estas pérdidas de croma son menos intensas, lo cual puede estar relacionada 

con respecto a la naturaleza de las antocianinas monoméricas presentes en la uva 

donde el compuesto mayoritario es la cianidina-3-glucósido, o a la posible presencia 

de algunos compuestos en el extracto que puedan estabilizar el color (Ácidos 

fenólicos, flavonas, flavonoles, flavanonas y flavanoles)
107

. A un pH de 1.5 se 

evidencian los mayores cambios en el croma y la claridad hasta un pH de 5.5, a partir 

de ahí su variación es menor. Los extractos de motilón y mora presentan mayor 

vividez e intensidad de color lo cual se ve reflejado en las graficas de colorimetría, lo 

que concuerda con el comportamiento en la absorción de los extractos crudos de las 

cuatro frutas tropicales por UV-Vis (Figura 25). En las tablas 8, 9, 10 y 11 se 

encuentran los valores correspondientes a  la variación de los parámetros de color con 

respecto al pH y al tiempo de almacenamiento. 
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Tabla 8. Variación de los parámetros del color con respecto al pH y al tiempo de almacenamiento de los extractos crudos 

aislados del fruto de motilón 

 

pH TIEMPO L* a* b* Cab Hab 

1.5 0 47,769 69,337 53,885 87,813 37,853 
1.5 1 49,553 71,604 53,500 89,383 36,766 
1.5 2 49,042 71,601 55,175 90,393 37,617 
1.5 3 49,233 71,099 54,331 89,481 37,385 
3.5 0 80,050 20,445 1,640 20,512 4,589 
3.5 1 69,080 25,163 8,315 26,501 18,286 
3.5 2 56,320 62,568 21,251 66,080 18,756 
5.5 3 75,251 24,774 11,825 29,687 40,148 
5.5 0 75,982 5,985 16,150 17,239 69,217 
5.5 1 75,560 6,971 18,294 19,599 69,056 
5.5 2 83,662 5,542 19,356 20,151 73,883 
5.5 3 80,760 6,156 13,699 15,620 59,388 
7.5 0 68,485 17,906 13,485 22,444 38,918 
7.5 1 66,733 21,711 22,490 31,912 47,081 
7.5 2 76,283 12,695 26,955 29,956 64,577 
7.5 3 68,535 33,526 23,150 45,101 43,674 

             

               Tiempo 0 = inicial, tiempo 1= 1 semana, tiempo 2 = 2 semana, tiempo 3 = 3 semana 
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Tabla 9. Variación de los parámetros del color con respecto al pH y al tiempo de almacenamiento de los extractos crudos 

aislados del fruto de Coral 

 

pH TIEMPO L* a* b* Cab Hab 

1.5 0 59,324 57,081 17,404 59,676 16,956 
1.5 1 64,496 61,583 16,767 63,824 15,231 
1.5 2 64,433 60,912 16,705 63,162 15,336 
1.5 3 64,864 60,192 16,474 62,406 15,307 
3.5 0 72,683 25,362 3,903 25,661 8,753 
3.5 1 77,373 21,390 6,381 22,323 16,623 
3.5 2 78,589 24,735 6,159 25,491 13,999 
3.5 3 81,874 18,548 5,629 19,384 16,883 
5.5 0 77,649 6,553 7,299 9,809 48,083 
5.5 1 84,152 7,602 9,825 12,423 52,271 
5.5 2 86,789 5,718 9,086 10,736 57,817 
5.5 3 84,947 6,427 9,425 11,408 55,707 
7.5 0 81,780 2,901 7,980 8,492 70,021 
7.5 1 83,949 6,753 10,285 12,303 56,710 
7.5 2 87,226 5,676 8,599 10,303 56,571 
7.5 3 87,341 5,934 7,954 9,924 53,274 

 

              Tiempo 0 = inicial, tiempo 1= 1 semana, tiempo 2 = 2 semana, tiempo 3 = 3 semana 
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Tabla 10. Variación de los parámetros del color con respecto al pH y al tiempo de almacenamiento de los extractos crudos 

aislados del fruto de mora 

 

pH TIEMPO L* a* b* Cab Hab 

1.5 0 59,302 67,993 61,448 91,646 42,105 
1.5 1 53,787 63,642 57,439 85,730 42,067 
1.5 2 58,583 67,551 58,253 89,199 40,773 
1.5 3 57,003 65,185 56,402 86,199 40,868 
3.5 0 90,095 4,228 11,979 12,703 70,561 
3.5 1 70,277 6,990 14,604 16,191 64,423 
3.5 2 83,232 5,791 14,178 15,323 67,778 
3.5 3 77,026 5,731 15,992 16,988 70,285 
5.5 0 89,700 5,519 4,573 7,167 39,641 
5.5 1 79,610 5,441 13,865 14,895 68,574 
5.5 2 82,070 6,606 13,163 14,728 63,347 
5.5 3 82,493 6,146 12,533 13,959 63,879 
7.5 0 81,858 5,568 9,002 10,585 58,260 
7.5 1 75,732 6,128 18,609 19,592 71,773 
7.5 2 78,33 5,55 18,78 19,59 73,53 
7.5 3 79,362 4,944 16,678 17,395 73,489 

 

  Tiempo 0 = inicial, tiempo 1= 1 semana, tiempo 2 = 2 semana, tiempo 3 = 3 semana 
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Tabla 11. Variación de los parámetros del color con respecto al pH y al tiempo de almacenamiento de los extractos crudos 

aislados del fruto de uva de árbol 

 

pH TIEMPO L* a* b* Cab Hab 

1.5 0 70,132 46,756 20,008 50,857 23,167 

1.5 1 71,106 48,681 19,455 52,425 21,784 

1.5 2 73,302 49,177 19,280 52,822 21,407 

1.5 3 73,214 48,647 19,558 52,432 21,902 

3.5 0 75,361 22,937 14,752 27,273 32,758 

3.5 1 75,630 20,313 15,690 25,667 37,687 

3.5 2 70,040 23,955 17,247 29,519 35,765 

3.5 3 75,475 23,134 15,593 27,898 33,982 

5.5 0 82,791 3,933 17,519 17,955 77,348 

5.5 1 86,022 2,532 25,944 26,067 84,426 

5.5 2 80,497 4,316 29,170 29,488 81,584 

5.5 3 72,865 5,209 31,829 32,253 80,691 

7.5 0 70,460 6,541 31,282 31,959 78,189 

7.5 1 78,08 4,80 43,85 44,11 83,75 

7.5 2 79,040 4,510 45,493 45,716 84,338 

7.5 3 78,734 4,459 41,756 41,993 83,905 

           

            Tiempo 0 = inicial, tiempo 1= 1 semana, tiempo 2 = 2 semana, tiempo 3 = 3 semana 
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En general, los  extractos crudos de las antocianinas aislados de las frutas coral, 

motilón, mora y uva de árbol, presentan diferencias importantes respecto al 

comportamiento, frente a los cambios de pH, en aspectos como tono, croma y 

claridad.  

 

(a)                                                                    (b) 

 

(c)                                                                    (d) 

 

Figura  27. Evaluación del color durante el almacenamiento de los extractos ARE a 

pH 1.5. (a).Motilón, (b). Coral, (c), Uva (d) Mora 
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Los cambios en el color durante el periodo de almacenamiento se estudiaron a un 

valor de pH de 1.5, en el cual las antocianinas son más estables, al evaluar el 

comportamiento de soluciones acuosas de los extractos crudos (aislados de las cuatro 

frutas) durante su almacenamiento a temperatura ambiente (15°C), en la oscuridad 

(21 días, realizando mediciones cada 8 días) y en presencia de aire (23%) se pudo 

observar que los puntos de color determinados para cada uno los extractos de las 

cuatro frutas, se solapan indicando así  que la variabilidad con el tiempo un pH de 1.5 

es casi nula (Figura 27 a,b,c,d). 

 

Estos resultados son similares a los discutidos anteriormente respecto al 

comportamiento observado, en estos mismos extractos, en el estudio de la evolución 

de los parámetros del color con respecto a los cambios de pH, es decir, los extractos 

de motilón y uva presentan tonalidades rojo-naranja con valores cercanos a los 40° 

mientras que los extractos de coral y uva tienen un matiz rojo cercano a 20°. (ver 

tablas 8,9,10 y 11). 

 

Finalmente, las características cromáticas observadas para los extractos crudos de 

estas cuatro frutas, frente a los cambios de pH y periodo de almacenamiento pueden 

aprovecharse en un eventual uso de estos extractos como aditivos para alimentos 

ácidos,  ya que los parámetros analizados para los extractos de las cuatro frutas, que 

describen el comportamiento del color, reflejan  estabilidad. 

 

Sabiendo que el pH y el tipo de compuestos que acompañan a la muestra son factores 

que inciden sobre el croma, claridad y la estabilidad del color,
108

 En la figura 28 a,b y 

c,  se presentan los cambios en la claridad o luminosidad (L*), el croma (C*ab) y el 

tono (hab) en todos los valores de pH estudiados para las cuatro frutas. Se observa que 

el extracto ARE de motilón es el que presenta menor claridad (47,769), a pH ácido, 

seguido del coral (59,324) y la mora (59,302) mientras que la uva presenta el valor 
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más alto de luminosidad (70.132) al mismo pH (1.5), lo cual indica que el extracto 

ARE del motilón presenta una coloración mas oscura que las otras frutas, también se 

observa que a medida que el pH  aumenta a 3.5 la claridad también  aumenta en los 

extractos de las cuatro frutas. En la Figura 28 B se observan los valor del croma C* 

con respecto a los diferentes valores de pH y claramente se observa que a medida que 

se aumenta el pH el croma disminuyes lo cual se relación con los cambios de color de 

las antocianinas a diferentes valores de pHs; también se puede determinar que a un 

valor de pH de 1.5 las frutas mora y motilón son las que más alto valor de croma 

contienen lo cual puede deberse a la concentración de antocianinas que contiene la 

mora y en el motilón a la antocianina mayoritaria presente en esta fruta (delfinidina2-

3-rutinosido); así,  la alta intensidad colorante observada para estos dos extractos 

puede estar relacionada con el mayor valor en el croma, hallado a pH 1.5, tiempo 0 

(Tabla 8, tabla 10). Se tiene entonces que los descriptores perceptuales del color 

croma, claridad y tono dependen en gran medida de la estructura química y los 

diferentes equilibrios entre las formas estructurales generadas al variar el pH.  

 

La Figura 28 B presenta la correlación del croma con respecto al pH, lo cual 

concuerda con los resultados obtenidos con respecto al comportamiento en la 

absorción de los extractos de las cuatro frutas tropicales a pH 1.5 (Figura 25), en 

donde el  extracto del motilón presenta mayor absorción seguida por el extracto de 

mora, coral y  uva. 
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a) 

 
 

b) 

 

c) 

 

Figura  28. Cambios en a: claridad (L*); b: el croma (C*ab) y c: el tono (hab) de los 

extractos crudos con respecto al pH. 
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Aplicar sistemas colorimétricos de espacio uniforme (CIELAB, CIELUV), fue de 

gran utilidad en la caracterización de las propiedades del color de los extractos crudos 

aislados de las cuatro frutas; uva de árbol (Myrciaria aff cauliflora (Mart.)D.Bery), 

coral (Hyeronima macrocarpa Mull.Arg), mora pequeña (Rubus megalococcus Focke) 

y motilón Hyeronima macrocarpa Mull.Arg), Se ha mostrado la relevancia del pH y 

el tiempo de almacenamiento sobre la relación estructura química y color. El 

conocimiento sobre la estabilidad del color aquí generado es un aporte valioso para el 

establecimiento de las condiciones de procesamiento de la fruta, teniendo en cuenta 

que ocurren transformaciones apreciables se deben utilizar mecanismos que inhiban 

la pérdida de color. 
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4 CONCLUSIONES 

 

 

 

La técnica de HPLC-ESI-MS y MS/MS permitieron la identificación de los 

pigmentos delfinidina-3-rutinósido, delfinidina-3-glucósido, cianidina-3-rutinósido y 

petunidina-3-rutinósido en la frutas coral (Hyeronima macrocarpa Müll.Arg) y 

motilón (Hyeronima macrocarpa Müll.Arg); cianidina-3-glucósido, cianidina-3-

rutinósido y un derivado acilado de un monosacárido de cianidina en la mora (Rubus 

megalococcus Focke); y  cianidina-3-glucósido y delfinidina-3-glucósido en la la uva 

de  árbol (Myrciaria cauliflora (Mart.)D.Bery). 

 

La cuantificación por el método de estándar externo de las antocianinas en los AREs 

de las cuatro frutas permitió establecer que los pigmentos mayoritarios encontrados 

en el coral  y motilón corresponde a la antocianina delfinidina-3-rutinósido y que en 

la mora y uva de árbol correspondía a la antocianina cianidina-3-glucósido. 

 

Se pudo establecer  una diferencia significativa en la cantidad de los pigmentos  

presentes en los extractos ERA en las frutas coral (17.2 mg/g) y motilón (29.7 mg/g) 

las cuales fueron clasificadas como pertenecientes a la misma especie. 

 

La evaluación de la actividad antioxidante de los extractos de las cuatro frutas frente 

a los radicales ABTS y DPPH por espectroscopía UV-Vis, permitió establecer que el 

más activo era el motilón, seguido por el de la uva de árbol. Estos resultados se 

corroboraron por EPR (espectroscopía electrónica paramagnética), y se evidenció que 

la reacción de atrapamiento de radicales libres por los compuestos antioxidantes 

seguía una cinética de segundo orden. 

  

A pesar de que las frutas motilón y coral presentan las mismas antocianinas la 

actividad antioxidante del motilón fue mayor con respecto a la del coral, lo cual no se 
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debe únicamente a la cantidad mayor de antocianinas encontradas en el extracto del 

motilón sino también a las posibles interacciones con otro compuestos presentes en 

este extracto. El fraccionamiento de los AREs de estas frutas mediante el uso de 

cromatografía de exclusión por tamaño fue apropiado para el análisis de las 

antocianinas. 

 

El análisis por colorimetría triestímulo de los extractos crudos de las cuatro frutas, 

permitió observar diferencias substanciales en la calidad y estabilidad del color frente 

a los cambios de pH y almacenamiento. Se comprobó que el color de los extractos 

crudos es más estable en el intervalo de pH más ácido (1.5).  

 

La uva de árbol presentó menos dispersión en los puntos de color con respecto a los 

cambios de pH lo cual se puede atribuir a que  la antocianina mayoritaria presente en 

esta fruta es la cianidina-3-glucósido. 

 

Entre las frutas evaluadas, el motilón y la uva de árbol, presentan características de 

color y actividad antioxidante promisorias para el desarrollo de productos con valor 

agregado (microencapsulados) que preserven las características sensoriales y 

biofuncionales de estas frutas. 
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Anexo  1 

 
Espectro de masas. Compuesto 1 

 

 
Espectro de masas. Compuesto 3 

 

 
Espectro de masas. Compuesto 4 
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Espectro de masas. Compuesto 6 
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Constantes (K) de velocidad de atrapamiento de los radicales libres de los ARE de las 
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