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RESUMEN

Colombia produce una amplia gama de frutas tropicales, de las cuales existen muy
pocos estudios quimicos. La investigacion 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 realizd el andlisis
cualitativo y cuantitativo de los pigmentos antocianicos en cuatro frutas tropicales
colombianas: uva de arbol (Myrciaria aff cauliflora (Mart.)D.Bery), coral
(Hyeronima macrocarpa Mull. Arg), mora pequefia (Rubus megalococcus Focke) y
motilébn (Hyeronima macrocarpa Mull. Arg). Se obtuvieron los extractos
enriquecidos en antocianinas (ARES) por adsorcion selectiva sobre Amberlita XAD-7
del extracto metandlico de las frutas. Estos extractos se analizaron por cromatografia
liquida acoplada a un detector de arreglo de diodos (LC-DAD) y cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas con interfase electrospray (LC/MS-ESI).
Estos analisis junto con la coinyeccion con patrones permitieron elucidar la estructura
de la mayoria de los compuestos. La cuantificacion se realiz6 mediante el método de

estandar externo.

Los andlisis realizados en el coral y el motildén, confirmaron la presencia de la
antocianina delfinidina-3-rutindésido como compuesto mayoritario, seguido por
delfinidina-3-glucdésido, cianidina-3-rutinésido y petunidina-3-rutindsido. En estas
dos frutas se identificaron las mismas antocianinas, siendo mucho mayor la
concentracion en el motilon que en el coral. En la mora pequefia se confirmo la
presencia de cianidina-3-glucosido como compuesto mayoritario junto con cianidina-
3-rutindsido; y en la uva de arbol se identifico la antocianina cianidina-3-glucosido

como compuesto mayoritario junto con la antocianina delfinidina-3-glucésido.



Posteriormente se evalu6 la actividad antioxidante de los extractos de las cuatro frutas
frente a los radicales libres ABTS y DPPH mediante espectroscopia UV-Vis y EPR
(Resonancia electronica paramagnética). Con los resultados de espectroscopia UV-
Vis se determind que el extracto mas activo fue el de motildn, seguido por el de uva,
coral y mora. El uso de la técnica de EPR permitid seguir el curso de la reaccién de
atrapamiento de los dos radicales libres por las sustancias antioxidantes presentes en
los AREs, observando una disminucion en la concentracion de radicales libres con el
tiempo y una cinética de segundo orden. Al aplicar dicho modelo cinético, se
confirmd que el extracto mas activo frente a los dos radicales libres era el de motilon,
y que frente al ABTS se encontraban diferencias de actividad més significativas que
con el DPPH. La técnica de EPR es mas exacta porque permite la evaluacion directa

de la cantidad de radicales libres en solucion.

Finalmente, se evalud la estabilidad de los diferentes extractos frente a variaciones de
pH y durante un periodo de almacenamiento de un mes. Se confirmé que el pH es un
factor que afecta significativamente el color de los AREs y con base en las medidas
de colorimetria triestimulo a diferentes pHs (1.5, 3.5, 5.5 y 7.5) se concluy6 que el
extracto mas estable era el de uva de arbol porque se encontraron menores

variaciones en el croma con respecto a las otras frutas.

Con estos resultados se comprobd que las frutas estudiadas son una fuente
promisoria de pigmentos naturales, siendo mas interesantes el motilon y la uva de
arbol debido a su contenido de antocianinas, actividad antioxidante y estabilidad del

color de los extractos.



INTRODUCCION

El consumo de frutas y verduras ha demostrado su efectividad en la prevencion 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, [-caroteno y polifenoles como
proantocianidinas y antocianinas. Estos compuestos podrian proteger a los

organismos contra lesiones causadas por radicales libres®.

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 funcién que cumplen es la de atraer seres vivos
(principalmente insectos y péajaros) para propositos de polinizacion y dispersion de
semillas®. Estos compuestos polifenélicos son solubles en agua, lo cual facilita su

incorporacion 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 reduccion de la incidencia de enfermedades como el
cancer, enfermedades cardiovasculares y otras patologias®. Por ejemplo algunos
articulos sugieren que las estructuras quimicas de las antocianinas tienen un impacto
significativo en su actividad bioldgica, y los datos sugieren que las antocianinas
monoglicosiladas y no aciladas son los mas potentes inhibidores de la proliferacion y
crecimiento de las células de cancer de colon®. Estudios actuales sobre la actividad
bioldgica de las antocianinas muestran que estas podrian sustituir algunos farmacos
usados en el tratamiento de diferentes enfermedades. Es asi como el extracto crudo de
antocianinas de Vaccinium myrtillus fué administrado por via oral e intravenosa para
reducir la fragilidad y la permeabilidad capilar de los vasos sanguineos®. Se ha

demostrado también que fracciones de antocianinas provenientes del vino son



efectivas para atrapar especies reactivas del oxigeno (ROS), ademas de inhibir la

oxidacion de lipoproteinas y la agregacion de plaquetas.

A pesar de los beneficios antes mencionados, un tema controversial es la
biodisponibilidad de las antocianinas en el ser humano, ya que metabolicamente las
antocianinas parecen ser muy diferentes de otros flavonoides con cantidades de
excrecion mucho mayores en la orina en relacién con la cantidad consumida®.
Mientras que la ciencia estd empezando a sefialar 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 utilizacion de los antioxidantes”, especialmente polifenoles, con
el fin de ayudar al éxito en la implementacion de los mismos como agentes quimio-

protectores en el futuro’.

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 integracion de las frutas y verduras en la
dieta diaria podria ayudar a prevenir importantes enfermedades no transmisibles,
como las enfermedades cardiovasculares y algunos canceres. EI consumo de frutas y
verduras variadas es beneficioso porque garantiza un consumo suficiente de la
mayoria de los micronutrientes, de fibra dietaria y de una serie de sustancias no
nutrientes esenciales; ademas, el aumento del consumo de frutas y verduras puede
ayudar a desplazar los alimentos ricos en grasas saturadas, azlcares o sal.
Actualmente el consumo estimado de frutas y verduras es muy variable en todo el
mundo, oscilando entre 100 g/dia en los paises menos desarrollados y

aproximadamente 450 g/dfa en Europa Occidental®.



En Colombia la gran biodiversidad de bayas, frutos, flores y plantas esta determinada

por la gran variedad de los pisos térmicos que ofrece la geografia Colombiana. Esta
ventaja competitiva que nos ofrece nuestra riqueza natural nos permite plantear el
presente trabajo con el objeto de evaluar y cuantificar la composicion antocianica 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 arbol (Myrciaria cauliflora (Mart.)D.Bery), coral (Hyeronima macrocarpa
Mill.Arg), mora pequefia (Rubus megalococcus Focke) y motilon (Hyeronima
macrocarpa Mull.Arg). Adicionalmente se evalu6 la actividad antioxidante in vitro
de los extractos de estas frutas mediante espectroscopia UV-Vis y EPR.



1 ESTADO ACTUAL DEL TEMA

1.1 DESCRIPCION DE LAS FRUTAS ESTUDIADAS

La fruta Mora pequefia (Rubus megalococcus Focke) (Rosaceae) (Figura 1) es una
planta de vegetacion 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 centimetros 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 tamafio variable, 1.5 a 2.5 cm, en su
didmetro mas ancho, de color verde cuando se estan 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, Panama, Guatemala,
Honduras, México y Salvador®. Hasta el momento no existen estudios quimicos 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, By C, y se afirma que las raices y las hojas tienen propiedades
medicinales'®. 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-
glucésido, respectivamente ' * ' y de acuerdo a las investigaciones dichas
antocianinas son responsables del color rojo de dichas frutas en un espectro visible

Amax=506 nm,



Figura 1. Mora (Rubus megalococcus Focke)

La uva de arbol (Myrciaria aff cauliflora. (Mart.)D.Bery) (Myrtaceae) (Figura 2),
también conocida como guapuru o jaboticaba, pertenece a la familia Myrtaceae al
igual que otras mas conocidas como la guayaba, la feijoa y el camu-camu. Es un
pequefio arbol de aproximadamente 2 metros de alto, ramificado, de corteza lisa que
se desprende facilmente y que crece generalmente bajo la sombra de arboles mas
grandes. Sus frutos producen la impresion de estar pegados al tallo de 3-4 cm de
didametro, 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. Ademas, la cascara del tallo y del fruto es una eficaz medicina para
la diarrea.’® En esta especie se ha encontrado la presencia de taninos y de las
antocianinas, cianidina-3-glucésido y delfinidina-3-glucésido.***® Esta fruta también

ha mostrado actividad antioxidante ( 1Cso = 35 pg/mL de extracto) ***

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.
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Figura 2. La Uva de arbol (Myrciaria aff cauliflora (Mart.)D.Bery)

Las frutas coral (Hyeronima macrocarpa Mull.Arg, Euphorbiaceae) y motilon
(Hyeronima macrocarpa Mill.Arg, Euphorbiaceae) (Figura 3) pertenecen al mismo
género Hyeronima el cual consta de 15 especies distribuidas en América tropical.
Hyeronima macrocarpa es un arbol de corteza agrietada y grisacea, de hojas elipticas,
densamente lepidotadas de 4-9 cm de longitud y 2.5 — 4 cm de ancho, peciolos 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 motilon. Estas especies son promisorias para uso
alimenticio y como fuente de pigmentos y hasta el momento no hay estudios
quimicos publicados a excepcion de un trabajo realizado en motilon de Narifio donde
se evaluo la actividad antioxidante y la eficiencia antiradical de extracto de la pulpa
de esta fruta.’® A pesar de haber sido identificadas como pertenecientes a la misma
especie, estas frutas presentan caracteristicas diferentes que ameritan un estudio

botanico profundo para definir su variedad.
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Figura 3. Motilon y Coral (Hyeronima macrocarpa Mill.Arg)

1.2 ANTOCIANINAS

1.2.1 Generalidades. Las antocianidinas (agliconas) son la estructura bésica de las
antocianinas (Figura 4a). Constan de un anillo aromatico (A) unido a un anillo
heterociclico (C) que contiene oxigeno, el cual estd unido por un enlace carbono-
carbono a un tercer anillo aromético (B). El esqueleto basico de las antocianinas es el
2- fenilbenzopirilio de la sal de flavilio con diferentes sustituciones?®. Cuando las
antocianidinas estan en su forma glicosidada se conocen como antocianinas. Los
monosacaridos comunmente encontrados son D-glucosa, L-ramnosa, D-arabinosa y
D-xilosa (Figura 4b) aunque también pueden contener oligosacaridos como
gentobiosa, rutinosa y soforosa. Normalmente los monosacéaridos se unen con los
grupos hidroxilo de la posicién 3 de la antocianidina, mientras que los disacaridos

sustituyen los hidroxilos 3y 5 o los de la posicion 3y 7.
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Pelargonidina H H 494 (Naranja)
Cianidina OH H 506 (Naranja-rojo)
HO [0)4
AN R, Delfinidina OH OH 508 (Azul-rojo)
c Peonidina OCH; H 506 (Naranja-rojo)
Z OH Petunidina OCH; | OH 508 (Azul-rojo)
. Malvidina OCH; OCH; 510 (Azul-rojo)

(b)

OH OH
HO
SH HO i OH

HO OH

o-L-ramnopiranosa

OH

B-D-glucopirancsa [B-D-galactopirancsa

HO
HSSS;::;isufOH ‘TE::::Sp,OH
OH HO OH

B-D-xilopiranosa a-L-arabinopiranosa

Figura 4 (a). Estructura basica de las antocianidinas %(b). Estructura de los
monosacaridos mas comunes encontrados en las estructuras de las antocianinas®

Se ha demostrado que las antocianinas relativamente simples son mas estables en un
medio &cido que en un medio neutro o alcalino. En medio acido la forma
predominante es la del ion flavilio, el cual da el color rojo; a medida que el pH se
eleva, las antocianinas se transforman en una base quinonica 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 i6n flavilium era el responsable de la

intensidad de su color.
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OH O
Catidn flavilio (forma oxonium) Base quinoidal (azul)
{rojo) pH=1 pH=7

+H_ O

[ OH
OH OH
Pseudobase carbinal (incolora) Chalcona (incolora)
pH=45 pH=4.5

Figura 5. Cambios en la estructura de las antocianinas a diferentes valores de pH?!

1.2.2 Biosintesis de las antocianinas. Los compuestos fendlicos son biosintetizados
por varias rutas, entre las cuales sobresalen la del &cido shikimico y la del acido
maldnico. En la ruta del acido shikimico, los carbohidratos simples derivados de la
glicolisis, de la ruta de las pentosas fosfato y del ciclo de Calvin se convierten en
diversos acidos organicos como el cindmico, p-coumarico, cafeico, ferulico,
clorogénico y fenilalanina. En el paso principal de la biosintesis de flavonoides,
ordinariamente el p-coumaril-CoA, derivado de la L-fenilalanina en el “metabolismo
general del fenilpropanoide” entra en una reaccion de condensacion con tres

moléculas de malonil-CoA para formar un intermediario chalcona (Cls). El C15 es

formado para dar el precursor de la antocianina, por ej. El flavan-3,4-diol, que es
transformado al catién flavilio antocianidina por una hidroxilacion en el C-2 seguida
por dos deshidrataciones® (Figura 6). Finalmente, la molécula se estabiliza por

glicosilacién del O-heterociclo, luego suceden las posteriores modificaciones de la
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antocianina que incluyen una hidroxilacion adicional, metilacion de los grupos

hidroxilos, posterior acilacion y glicosilacion®.

MH3

A‘\]/COGH ’ﬁ/%/CDDH /Q\_/%/CGGH
_\._Z._ I |
[;:j/ MHz PAL -Cr‘_\‘__"_,l Ha -~

Fenilalanina Acido trans-cindmice Acido p-coumdrico
Chalcona sintetasa . COSCoA
2 moleculas de [ W d_‘.._CDPn'BH
mmalonilCoA— HO
' p-coumaril CoA
OH o, AOH
O o -OH "o ° >
T —
Y T
OH o Ok ©
Chalecona Flavanonas

OH

OH

OH o©
Dihidroflavonoles

s
HO o l
|8
P

ORs

Antocianinas

Figura 6. Ruta general de la biosintesis de antocianinas.”®

La fenilalanina amonio liasa (PAL), primera enzima en la ruta, juega un papel central
en dirigir la sintesis hacia metabolitos secundarios y por ello ha sido extensamente

1”., Demostré que la actividad PAL en

estudiada. Un estudio realizado por Aoki et a
frutos de fresa maduros es mucho mayor que en frutos verdes. Asi, se encontr6 una
correlacion muy estrecha entre la actividad de PAL y la concentracion de

antocianinas, que se incrementa durante la maduracion®.
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1.2.3 Antocianinas en frutas. El estudio de las antocianinas en frutas tropicales, ha
tomado fuerza la Gltima década no solo por la capacidad colorante®, sino también por
su capacidad antioxidante®. Es asi 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®:.

Muchas frutas son ricas en antocianinas y en la mayoria de los estudios publicados se
ha realizado la identificacion y cuantificacion de estos pigmentos por HPLC-EM y
HPLC-DAD. Mazza y Miniati han publicado una extensa revision sobre antocianinas
en frutas tropicales hasta el afio 1987 encontrando cerca de 20 compuestos
responsables del color rojo en frutas®’. Durante los Gltimos afios se ha publicado la
composicion de los pigmentos de una gran variedad de plantas de diferente origen
geogréfico, de diferentes familias y con diferentes métodos de extraccion.®*** En un
estudio realizado por De Brito et al *°, se realizé la identificacion y cuantificacion de
antocianinas en algunas frutas tropicales: acerola (Malphigia emarginata), jussara
(Euterpe edulis), jamboldo (Cumini syzygium) y Guajiru (Chrysobalanus icaco), por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria 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 investigacion en algunos frutos ecuatorianos para
identificar y cuantificar los compuestos fenolicos 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
(mortifio) y tres frutas de la familia Passifloraceae. Entre los compuestos fendlicos
encontrados, la antocianina cianidina estuvo presente en todos los frutos, la

delfinidina solo se encontrd en el mortifio y la pelargonidina en la fresa.

13



Recientemente se han publicado varios estudios dedicados a la busqueda 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. Composicion antocianica de algunas frutas tropicales

Nombre
comun

Nombre Cientifico

Antocianina

Uva Caimarona

Pourouma cecropiifolia

Dp-3-0O-a-glucopiranésido
Cy-3-0O-a-glucopirandsido
Cy3-0-a-(malonil) glucopiranésido®

Acerola Malphigia emarginata  Cy-3-ramndsido, Pn-3-ramnésido

Jambolao Syzygium cumini Dp-3-galact6piranosido,Pt-3-galactopiranésido
Dp-3-(6-acetil) galactopiranésido.
Pt-3-(67-acetil) galactopiranésido, Dp-3-(6"-

Jussara Euterpe edulis acetil) glucoésido, Pt-3-(6” succinil) ramnosido,
Pn-3-(6"succinil) ramnoésido
Dp-3-5, diglucésido, Cy-diglucésido, Pt-

Guajiru Chrysobalanus icaco diglucésido, Pn-diglucésido, Mv-diglucésido-3-
sambubiosido, Cy-3-glucésido, Cy-3-rutindsido,
Pg-3-glucésido,  Pg-3-rutindsido, Cy  3-
ramnosido.

Dp-3-0O-a-glucopiranésido, Cy-3-O-a-

Bacuacu Eugenia umbelliflora glucopirandsido, Pt-3-O-a-glucopiranésido
Pg-3-0-a-glucopiranésido, Pn-3-O-o-
glucopiranésido, Mv-3-O-a-glucopiranésido®’

Manzana Chrysophyllum Cy-3-0O-a-glucopirandsido

estrella Cainito Cy-O-a-glucopirandsido

Surinam cherry

Eugenia uniflora

Cy-3-O-a-glucopirandsido

Jaboticaba Myrciaria Cauliflora Dp-3-0-a-glucopirandsido®
Mango Mangifera indica Cy-diglucésido, Pt.diglucésido, Pn-diglucésido
. Annona cherimolia
Chirimoya Mill. Cy-3-0-a-glucopiranésido
7a Calocarpum zapota Pg-3-glucdsido, Pg-3-rutindsido, Cy-3-
pote )
ramnosido.Error! Bookmark not
defined.
€orozo Bactris guineensis Cy-3-sambubiésido,  cy-3-glucésido,  cy-3-

rutindsido, Pn-3-glucésido, Pn-3-rutinésido, Cy-
3-(6-O-malonil) glucésido.*

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 cuantificacion se realizé por
HPLC usando el método de estandar externo con base en la respuesta de compuestos
patrén; pero también se ha utilizado el método de pH diferencial,*’ para la obtencién
de la concentracion 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 reaccion, y permite una
rdpida 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),* para medir el contenido

de antocianina en arandano.

Tabla 2. Contenido de antocianinas totales en algunas frutas

Taxonomia Nombre comun Concentracion Estandar Referencia
(mg/ 100g fruta)

Vaccinium Aréandano alpino 256 Mv-3-glu Andersen (1987)*
uliginosum L.
Rubus occidental L. Frambuesa negra 627 Cy-3-glu  Moyer et al. (2002)*
V. parvifolium Arandano rojo 34 Cy-3-gl
R. nigrum cv Grosella negra 411 Cy-3-glu "
Sambucus nigra Cauco negro 200-1000 Cy-3-glu Bridle et al.(1997)*
V. vinifera Uva de vid 30-750 Cy-3-glu "
Citrus sinensis Naranjo dulce 200 Cy-3-glu "

Mv: malvidina, Cy: Cianidina, glu: Glucosa

La metodologia para el estudio de los pigmentos de las cuatro frutas: uva de arbol (),
coral (Hyeronima macrocarpa Mull.Arg), mora pequefia (Rubus megalococcus Focke)
y motilon Hyeronima macrocarpa Mull.Arg), fue

Para la obtencion de la concentracion de antocianinas (Tabla 2), se utiliza la férmula

de pH diferencial:
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A= (A

—A - (A -A
A vis-max MOO)le ( A vis-max A 700)pH 45

En donde A vioma &S la lectura del pico més altoapH 1y pH 4.5,y A o 88 la

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

Asi por ejemplo, Kéahkénen et al*., determinaron cuantitativamente los compuestos
fendlicos por HPLC, presentes en algunas especies de arandano (Vaccinium
myrtillus), ardndano 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 arandanos (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.*

1.2.4 Antocianinas como colorantes alimenticios. Las antocianinas se han
convertido en una opcidn interesante para la industria alimenticia como posibles
sustitutos de los colorantes sintéticos. Adicionalmente estas sustancias poseen un

valor agregado por su capacidad antioxidante y citotoxica®’.

De acuerdo con su estructura, el color de las antocianinas varia segun los grupos que
se encuentren unidos a ella como hidroxilo, metoxilo, azlcares ¢ azucares acilados.
Asi por ejemplo el aumento numero de hidroxilos en el anillo B de la antocianidina
causa un desplazamiento batocrémico en la longitud de onda de maxima absorcién de
las antocianinas, en el caso de la pelargonidina se observa un cambio de color desde
el naranja (A max. 520 nm) hasta la delfinidina azul-violeta (A méax. 545 nm).*® Por
otro lado, la glicosilacion y la acilacién de los azlUcares también aumentan la

estabilidad.*®
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Otros factores como la concentracion, el pH, la temperatura, el oxigeno, las enzimas,
la existencia de reacciones de condensacion, la formacién de complejos con metales o
interaccion con otros componentes de los alimentos también afectan la estabilidad del
color.® La copigmentacién es un fenémeno que se da por la interaccién hidréfoba
entre los nlcleos aromaticos de las antocianinas agrupadas (Figura 7), en donde una
de las consecuencias de este estado es la intensificacion del color, lo que mejora las

perspectivas de la utilizaciébn de antocianinas como colorantes naturales en

alimentos.>
0 — b .
e T
-—-—0 L
Aufo-asociacion Copigmentacion intermolecular
—_{J U__'
% e\ ———
e
Copigmentacion intramalecular Formacion de complejos
o I/ [ —— —
Aglicona Aziicar Copigmento Acido

Figura 7. Interacciones de coopigmentacion de las antocianinas®®

Como se menciond 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, basicamente 100% del pigmento se encuentra en su
forma mas estable o de i6n oxonio o cation flavilio de color rojo intenso, a valores de
pH mas altos ocurre una pérdida el proton y adicion de agua en la posicion 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 purpura que se degradan rapidamente por oxidacion con el aire

(Figura 5), por lo cual, el uso practico de estos pigmentos como colorantes naturales

17



se limita a alimentos acidos con pH inferior a 3.5°" . La pérdida de color a medida
que el pH aumenta, puede ser evaluada registrando el espectro de absorcion del
pigmento con un espectrofotometro. En la figura 8, en el espectro de absorcion de
cianidina-3-ramnoglucoésido se observa una disminucién 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 (catién flavilio y base

carbinol)®.

Absorbancia

3s0 400 450 500 S50

Longitud de onda (nm)

Figura 8. Espectro de absorcion de cianidina-3-ramnoglucésido a distintos valores
de pH>*

En relacion a la extraccién de estos pigmentos, Rodriguez y Wolstrad®, sefialan que
el carécter polar de la molécula de antocianina permite su solubilidad en variados
solventes, tales como alcoholes, acetona y agua. La eleccion del método de extraccion
debe maximizar la recuperacion de pigmentos con una minima cantidad de solventes
y una degradacion o alteracion minima del estado natural. Dentro de los métodos mas

utilizados estan la extraccion con metanol y la extraccion con acetona y cloroformo.

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

encuentran las uvas, los arandanos, el repollo morado y la zanahoria negra. Las
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principales antocianinas presentes en los ardndanos son los glucoésidos de cianidina y
peonidina®. Algunos investigadores han estudiado la toxicidad de las antocianinas y
compuestos relacionados concluyendo que estos compuestos son inocuos para la
salud.® Estos compuestos, se encuentran dentro de la clasificacién de colorantes
naturales aceptados sin restricciones sanitarias para su uso en la industria

alimenticia.>®

1.2.5 Extraccién y purificacion de antocianinas. La extraccion 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 extraccion realizado.

Las antocianinas son compuestos solubles en solventes polares y cominmente se
extraen de sus fuentes naturales usando metanol o etanol con pocas cantidades de
algunos acidos como acido clorhidrico, acético y formico, ya que el acido mantiene el
pH é&cido lo que previene el desplazamiento de los equilibrios quimicos de
hidratacion y formacion de chalconas. Adicionalmente el uso de &cidos débiles
previene la degradacion de las antocianinas no aciladas las cuales presentan mayor
labilidad. Sin embargo, durante el proceso de evaporacion del solvente acidificado
puede ocurrir degradacion de las antocianinas aciladas, por la hidrdlisis parcial o
total de los acidos enlazados a los azucares, especialmente en antocianinas aciladas
con acidos dicarboxilicos como el acido maldnico. Por lo anterior se recomienda para
la extraccion de estos pigmentos el uso de acidos débiles como el trifluoroacético,

tartarico o citrico.”’

Degenhardt et al ®®., encontraron que la mezcla bifasica terbutil-metil-éter/n-
butanol/acetonitrilo/agua (acidificada al 1% con acido trifluoroacético) (2:2:1:5) es un
buen sistema de solventes en el proceso de extraccion de antocianinas de repollo rojo

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

., estudiaron la extraccion de antocianinas a partir de los desechos del
proceso de elaboracion de jugo de arandanos, realizando una extraccion con alcohol y
acido, una purificacién parcial por medio de ultrafiltracién, y una concentracion
posterior con aplicacion de 6smaosis inversa, concluyendo que es posible la obtencién

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

En la mayoria de los casos, para la extraccion 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 (area superficial 450 m,/g, radio
de poro 45 A, porosidad 1.14 ml/g, tamafio de particula 0.25-0.84 mm, densidad 1.24
g/ml). Este tipo de resina posee el codigo de regulacion del consejo de Europa, sobre
resinas de intercambio i6nico 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 i6nico, alimina &cida, entre otras.®® Luego que los
pigmentos son retenidos es necesario eliminar otros componentes que no son de

interés como azUcares, acidos organicos, proteinas y sales.

La complejidad de los extractos naturales enriquecidos en antocianinas hace
necesario realizar su fraccionamiento mediante el uso de técnicas cromatogréaficas
que permitan la obtencion de fracciones mas simples sin degradacion del material.
Para esto se han usado multiples técnicas como la cromatografia en papel (CP), la
cromatografia en capa delgada (CCD) en alimina, la cromatografia en columna (CC)
y la cromatografia en contracorriente (CCC). El fraccionamiento de este tipo de
compuestos por CC, se puede realizar mediante el uso de resinas de exclusion por

61
|

tamafio como lo demuestra un estudio realizado por Fraytlog et al®, donde se

comparé el uso de las resinas Toyopearl HW-40F con Sephadex LH-20, para el
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andlisis de antocianinas. Asi, se determind que el fraccionamiento obtenido con la
resina Toyopearl presentaba una mejor resolucion 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).
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R: Grupo alifatico Hidroxilado

(a) Toyopearl (b) sephadex LH-20

Especificaciones:

Matriz: Polimero Metacrilico hidroxilado

Tamafio del poro: 1254

Tamafio de particula; 45 um Grado F y 35 um Grado 3
Estabilidad de PH: 2-3

Tiemnpo de vida media; 10 afios

Matriz: Dextran entrecruzado, hidroxipropilado
Estabilidad de PH: 2-13
Tiernpo de vida media: 5 afios

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

1.2.6 Analisis de antocianinas por espectrofotometria UV-Vis. Debido a su
estructura, las antocianinas presentan méaximos de absorcion tanto en la region visible
como en la ultravioleta lo que resulta muy importante para la caracterizacion
estructural de dichos compuestos. Sus espectros de absorcion se caracterizan por

tener dos bandas separadas una en la region visible entre 465 y 550 nm y otra mas
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pequefia en el UV alrededor de 275nm® (Figura 4). Es asf como se pueden identificar
las antocianinas por su absorcion en la regién visible.®.

La glicosidacion conlleva a un desplazamiento hipsocromico de los mé&ximos de
absorcion en el visible. Asi por ejemplo, entre (Amax 520nm) de la pelargonidina y de
la pelargonidina-3-glucosido (505nm) , ocurre un desplazamiento de A A de 15/nm ;
entre cianidina (Amax 535nm ) y cianidina-3-gluc6sido (Amax 523nm) un A A de 12/nm,

entre delfinidina (Amax 544) y delfinidina-3-gluc6sido (Amax. 534nm) un A A de
10/nm°®?,

Los derivados acilados no muestran diferencia con respecto a los correspondientes no
acilados en la zona del visible, sin embargo, en la region del ultravioleta suelen
presentar un maximo adicional en el intervalo de A 310-335 nm, correspondiente a la
absorcion del grupo acilo (Figura 10); la esterificacidon con acido p-cumarico aumenta
la absorcion en torno a 308-313 nm y con &cido caféico en 1326-329 nm. Este
hombro no se presenta cuando el 4cido sustituyente es el 4cido acético® .
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Figura 10. Espectros UV-Vis de las antocianinas aciladas y 3,5-glucosiladas (linea
continua); no aciladas y 3-glucosiladas (linea discontinua) ®
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1.2.7 Andlisis por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
(LC/MS). La cromatografia liquida en fase reversa se basa en el principio de las
interacciones hidrofobicas que resultan de las fuerzas de repulsion 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 analisis cualitativo y cuantitativo de mezclas de estos pigmentos®.

El orden de elucion de las antocianinas en columnas de fase reversa depende del
patron de hidroxilacion y metoxilacion de la aglicona, del grado de glicosilacién y
acil sustitucion, asi como también de la composicion de la fase mévil. Usualmente, el
tiempo de retencion 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-diglucésidos < 3,5-diglucésidos < 3-
sophorosidos < 3-galactosidos < 3-latirosidos < 3-sambubiosidos < 3-glucosidos < 3-
arabindsidos <3-rutindsidos <3 - ramnosidds. La presencia de grupos acil arométicos

o acil alifaticos aumentan los tiempos de retencién®®.

Los desarrollos en el campo de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas (HPLC/MS), han mejorado de forma sustancial el andlisis de sustancias no
volatiles que se encuentran en mezclas y ademas usa metodos de ionizacion suave

que permiten obtener informacidn acerca del i6n molecular.

Entre las interfases més utilizadas actualmente en el acople HPLC/MS se encuentra,
la ionizacion electrospray (ESI). El anélisis por ESI es util para un amplio rango de
moléculas, sin embargo su aplicacion mas importante radica en el analisis de

compuestos de alto peso molecular, termolébiles y de alta polaridad®’.
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Para la ionizacion ESI la muestra en solucion se pasa a través de un capilar sometido
a un fuerte campo eléctrico rodeado por un flujo de nitrégeno. El fuerte voltaje hace
que se formen gotas muy pequefias 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)®®
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Figura 11. Interfase Electrospray (ESI) *

El uso de ESI-MS ha crecido exponencialmente debido a que esta técnica de
ionizacion suave puede producir iones intactos de especies grandes y complejas en
solucion, incluso de especies térmicamente labiles, no volatiles, y especies polares.
El Unico requisito previo a la ionizacion ESI es que los analitos de interés sean
solubles en algun disolvente pues la ionizacion se realiza en solucién. Para la
confirmacion estructural de los compuestos existe la espectrometria de masas en
tandem (MS/MS) que permite la formacion de fragmentos por colision inducida
(CID). Este analisis se puede realizar en cromatografos liquidos acoplados a
espectrometros de masas con triple cuadrupolo (HPLC/QgQ). Para la adquisicion de
los espectros de masas, el primer cuadrupolo actia como filtro de masas que
selecciona el ion de interés, el ion se fragmenta luego por colision con un gas inerte

en la celda de colision y el ultimo cuadrupolo analiza los fragmentos producidos.
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La adquisicion mediante un QgQ 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 adquisicion presenta unas caracteristicas que lo hacen idoneo para un objetivo

concreto.

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

« Barrido de todos los iones (full scan)

En este modo de adquisicion todas las moléculas que se ionizan en la interfase llegan
al detector. En el QqQ, tanto la celda de colision (g) como el segundo cuadrupolo
(Q2) no actian en el proceso de seleccion, realizandose el barrido de iones con el

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

« Adquisicion de un i6n seleccionado (Single lon Monitoring, SIM)

La adquisicion SIM esta dirigida a la medida de un solo ion, que es seleccionado en el
primer cuadrupolo, donde la celda de colision y el segundo cuadrupolo (Q2) no
actian en la medida. Este tipo de adquisicion deriva del uso de Q simple, y su

aplicacion en instrumentos QgQ no suele ser muy frecuente.

« Barrido de iones producto (Product lon Scan)

El barrido de iones producto se lleva a cabo seleccionando en el primer cuadrupolo
(Q1) una m/z concreta denominado i6n precursor, que se fragmenta con una energia
de colision adecuada en la celda de colision; el segundo analizador adquiere en modo
full scan de forma que se obtiene la medida de todos los fragmentos del idn precursor.
A estos fragmentos se les denomina iones producto. Este modo de adquisicion es
ideal para la obtencion de la méxima informacion estructural posible del ion

precursor.

« Adquisicidn de la reaccion seleccionada (Selected Reaction Monitoring,SRM)
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Se selecciona un ién en el primer cuadrupolo (Q1) denominado i6n precursor; el ion
precursor se fragmenta en la celda (q) de colisidn en presencia de gas inerte aplicando
una energia de colision optima; uno de los iones fragmento obtenido en q se
selecciona en el segundo cuadrupolo (Q2) etiquetandose como i6n producto. La
adquisicién en SRM es la mas utilizada en las aplicaciones analiticas cuantitativas
mediante QgQ, ya que minimiza al maximo la presencia de otros interferentes y se

presenta como una herramienta de alta sensibilidad y selectividad.

« Barrido de iones precursor (Precursor lon Scan)

En este modo de adquisicion, el primer cuadrupolo (Q1) hace un barrido de todos los
iones que provienen de la interfase en el primer cuadrupolo, fragmentandose en la
celda de colisién a una energia 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 QQgQ, debido a que se debe seleccionar un ion fragmento
proveniente de la celda de colisién en el segundo analizador (Q2). La aplicacion a la
que viene asociado este modo de adquisicion es a un grupo de compuestos de la
misma familia 0 a metabolitos provenientes de un mismo analito, pues el barrido de
iones precursores a un ién producto comdn esta directamente ligado a una estructura

quimica comun.

« Barrido de pérdidas neutras (Neutral Loss Scan)

El barrido de pérdidas neutras es un modo de adquisicion muy especifico de QgQ
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 colision a una energia concreta. De esta
forma, solo aquellos analitos que presenten la perdida neutra seleccionada seran

detectados. Al igual que en el barrido de iones precursores, este modo de adquisicion
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es idoneo para la busqueda de analitos de la misma familia o de metabolitos que

comparten una estructura quimica comdn’®.
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Figura 12. Esquema de los modos de adquisicion permitidos en un instrumento

QqQ"

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 adquisicion total (full
adquisition) de todas las moléculas ionizadas en la interfase mediante la medida del
analizador TOF, dependiendo de cdémo actlen el cuadrupolo (Q) y la celda de

colision (q) se definiran los modos de adquisicion’?.

Otros instrumentos que tienen los analizadores de tiempo de vuelo acoplado trampa
de iones como MS-IT-TOF permiten obtener fragmentos de hasta MS". 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 segun su relacién

masa carga en un tiempo determinado dentro del TOF (Figura 13)".
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El sistema de lentes utilizados en el LCMS-IT-TOF da lugar a un nuevo método
introduccién de iones denominado introduccion de ién comprimido o ClIl, donde la
combinacion del lente "skimmer" y el lente octopolar convierte el flujo continuo de
iones en impulsos para su introduccién en la trampa (TI). Este método hace que sea
posible controlar la acumulacion de iones antes de que se introduzcan en la trampa.
Asi, se puede aplicar el voltaje de radio frecuencia (RF) en el instante en que todos
los de la Cll-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, estan dispuestos linealmente en una
construccion Unica (Figura 13). Permitiendo una mayor velocidad en la obtencion de
resultados. El gas usado dentro de la trampa de iones para la fragmentacién de estos
es el argon (Ar) el cual permite que la fragmentacion se dé por colisién inducida CID
lo que ha permitido obtener resultados de manera mas eficiente que otros métodos de

fragmentacion.
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Figura 13. Esquema del equipo LC-MS-IT-TOF ™
El analisis mas rapido en la obtencion de un espectro, se ha logrado mediante la

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

tecnologia Ilamada extraccion balistica de iones (BIE), que permite un alto
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rendimiento en el anélisis. BIE es un método de aceleracion de iones para inyectarlos
en el TOF mediante la aplicacion de un alto voltaje. Esta técnica permite la reduccion

de la distribucidn espacial de los iones que entran en la region TOF.

La fragmentacién de iones es muy 0til en el andlisis estructural. EI LCMS-IT-TOF
tiene un disefio Unico en que conecta a una trampa de iones con un TOF y
proporciona informacion sobre la masa de un compuesto con alta precision (masa
exacta), ya sea para un analisis de MS o MS". Esto hace que sea posible realizar el

analisis estructural de un compuesto con alta fiabilidad."™

La espectrometria de masas de ionizacion electrospray (ESI-MS) y la espectrometria
de masas en tdndem (MS-MS), son herramientas complementarias para realizar la
identificacion de antocianinas. Estas técnicas acopladas, permiten conocer el peso
molecular, asi como los patrones de fragmentacion. Estos analisis permiten una

determinacion aproximada del tipo de antocianidina y de los azlcares presentes.

En un estudio realizado por Giusti et al’., se identificaron las antocianinas:
Delfinidina 3-O-B-glucopiranésido, cianidina 3-O-B-glucopirandésido, petunidina 3-O-
B-glucopirandsido,  pelargonidina  3-O-B-glucopiranosido, peonidina  3-O-B-
glucopirandsido, y malvidina 3-O -B-glucopiranosido presentes en un extracto vegetal
concentrado de granos de baguacu (Umbelliflora Eugenia Berg), una fruta tropical de
Brasil, mediante de la técnica ESI-MS. Se comprobd la versatilidad y eficiencia del
acople ya que el extracto crudo de esta fruta presentaba una mezcla compleja de

compuestos polifendlicos.
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1.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE
EL USO DE ESPECTROFOTOMETRIA 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 nitrogeno (RONS). En general, los antioxidantes son
sustancias que se encuentran en pequefias concentraciones en comparacién con un
sustrato oxidable y que retrasan o inhiben significativamente la oxidacién de dicho
sustrato. También estabilizan las ROS mediante la cesioén de un H* y las convierten
en compuestos no radicalarios’. 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 hidropifilcos o lipofilicos, la
medicién de los antioxidantes individuales por separado no permite conocer con
certeza la capacidad antioxidante total de un fluido biol6gico por los efectos
sinérgicos y cooperativos que puedan establecerse entre los antioxidantes presentes
en él”’. Esto indica que la capacidad antioxidante se debe a la accién conjunta de
antioxidantes de muy variada reactividad presentes en un extracto y de los cuales no

todos son solubles en agua (hidrofilicos)™.

Los radicales libres son los responsables de los dafios causados sobre los lipidos y
proteinas por medio del fendmeno de la oxidacion, 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 cancer . Los antioxidantes son
sirven como inhibidores de los procesos neoplasicos y protegen a las células del

proceso corrosivo de la oxidacion®.

Diferentes métodos se han desarrollado para determinar la actividad antioxidante de
fluidos. Todos son métodos de inhibicion, donde se usa una especie generadora de
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radicales libres, y otra que las detecta. La actividad antioxidante de la muestra
afiadida inhibe la generacion de estos radicales, usualmente con absorbancias
significativas en el visible para poder detectar la disminucidn en su concentracion por

efecto del antioxidante.

En el congreso internacional realizado en Orlando (Florida, USA) en el 2004 sobre
los métodos de determinacion la actividad antioxidante®!, se analizaron las ventajas y
desventajas de los principales métodos usados en alimentos. Teniendo en cuenta
todas las variables, se establecié que no existe un método Unico 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 s6lo 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 analogo soluble de vitamina E), por

cantidad de muestra aplicada.

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

mencionar los siguientes:

El ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) que se basa en la medicion de la
fluorescencia de una molécula a la que se le somete a la accion de un generador de
radicales libres. A medida que la molécula fluorescente es atacada y dafiada por los
radicales va perdiendo su fluorescencia; la labor de los antioxidantes es la de proteger
la molécula, y cuanto mas capacidad antioxidante tiene un compuesto o alimento mas
se preserva la capacidad de emitir luz de la molécula en cuestion. El grado de
proteccion se mide con un medidor de fluorescencia y se cuantifica en "equivalentes
de Trolox" (TE)®.
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El método del DPPH se basa en la reduccion del radical DPPH" por los antioxidantes

de la muestra. El radical es estable y tiene una coloracién pulrpura que se pierde
progresivamente cuando se afiade la muestra conteniendo sustancias antioxidantes
(Figura 14a). La decoloracion del radical se determina a una A 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 rapido y sencillo y que no requiere de un
equipamiento sofisticado. La desventaja que tiene este método es que s6lo puede
disolverse en medio organico y en algunos casos la interpretacion resulta complicada,
ya que algunos antioxidantes pueden causar interferencias si poseen un espectro de

absorcion similar al DPPH®,
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Figura 14 (a) Reaccion del DPPH con el método del 2, 2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH)®* (b) Esquema de reaccion entre 2, 2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y
Trolox.®

En el método ABTS (acido 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico) el radical
tiene que ser generado tras una reaccién que puede ser quimica (dioxido de
manganeso, persulfato potasio, ABAP, enzimatica (peroxidasa, mioglobulina) (Figura
15a), o también electroquimica. Con este método, se puede medir la actividad de
compuestos de naturaleza tanto hidrofilica como lipofilica. EI cromoforo ABTS
presenta un color azul/verde con maximo de absorcion a A 342 nm, el cual es soluble
tanto en agua como en disolventes organicos y quimicamente estable. El radical
ABTS™ una vez generado por medio de enzimas o quimicamente pasa a presentar
nuevas caracteristicas con maximos de absorcion a A (414, 645, 734 y 815 nm), pero
se mide a una longitud de onda A 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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orgénicos. El radical ABTS™ es mas indicado para ensayos decompuestos coloreados,
como el caso de los antocianos, por presentar absorcion maxima proxima a la region
infrarroja (A 734nm) reduciendo posibilidades de interferencias de compuestos

coloreados que absorben en la regién del visible 0 compuestos resultantes de reaccion
secundaria® (Figura 15b).
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Figura 15 (a) Formacion del radical ABTS (b) reaccion del cation radical ABTSe+
con compuestos fendlicos. *
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1.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR
RESONANCIA ELECTRONICA PARAMAGNETICA (EPR)

La EPR es una clase de espectroscopia de absorcion en la cual una radiacion de
microondas produce transicion entre niveles de energia magnetica de electrones
desapareados. Usualmente, el origen de su paramagnetismo es un radical libre para

moléculas orgénicas o un ién de un metal de transicion, en compuestos inorgénicos.®’

Los radicales libres son muy reactivos ya que tienden a captar un electron de
moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez que
éste ha conseguido sustraer el electrén que necesita, la molécula estable que se lo
cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electron desapareado
iniciandose asi una verdadera reaccion en cadena que produce alteraciones en las

células y puede conducir a diversas enfermedades degenerativas.

La espectroscopia EPR mide las diferencias de energia 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 energias entre dos
estados sera de la forma g ug Hz, donde g es el factor de Landé, ug es el magneton de
Bohr y H el campo magnético aplicado. La denominada condicion de resonancia para

obtener en el espectro un pico de resonancia es:
hv=gjus Hz
Y este campo es Hz serd el campo de resonancia. De aqui puede despejarse el factor

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

muestra®®,
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En los radicales organicos el electron desapareado se encuentra mas o0 menos
deslocalizado en la molécula que los contiene y sus espectros de EPR, pueden
suministrar informacion acerca de la distribucion de la densidad de espin a través de

la estructura hiperfina (interacciones con otros nticleos cercanos)®.

Esta técnica ha sido usada anteriormente en la determinacion de la actividad
atrapadora de radicales de las catequinas, también en determinacion antioxidante de

los componentes seleccionados del té, los vinos, cofiacs y frutos™.

1.2 en la Universidad de Salamanca se

En un estudio realizado por Rimbach et a
investigd la capacidad de las antocianinas y sus aductos derivados de acido pirtvico
para atrapar el anion super oxido y el grupo hidroxilo por EPR. Se determin6 que los
3-glucdsidos de delfinidina, cianidina, petunidina, pelargonidina y malvidina
exhibieron una potente captacion del radical superéxido y en menor medida del
radical hidroxilo. Asi mismo que las piroantocianinas de cianidina, petunidina,
malvidina y pelargonidina mostraron una alta capacidad para captar radicales
superoxido, pero no de radicales hidroxilo. Con lo anterior se demostrd 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
organicos, es que proporciona diferente informacién en funcion de las caracteristicas
de la muestra y permite la medida directa de la concentracién de radicales libres en

solucioén.

15 APLICACION DE COLORIMETRIA TRIESTIMULO EN LOS
EXTRACTOS DE ANTOCIANINAS

El color es una respuesta mental al estimulo producido en la retina por una radiacién
luminosa visible, pero la medida de este estimulo depende de las condiciones que lo

rodean. Asi, para lograr unificar dichas medidas se han definido unas condiciones
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estandar que permiten obtener resultados comparables, como son: el observador, el

iluminante, la geometria de iluminacién-observacion y el intervalo de medida®™.

La bulsqueda continla de sistemas estandar que permitan la descripcion vy
comparacion precisa de colores ha llevado al desarrollo de modelos de color. El
modelo més usado en la actualidad para caracterizar el color de extractos de
antocianinas es el CIELAB. Este modelo fue desarrollado en 1976 por la “Comision
Internationale de | Eclairage (CIE)” (Comision Internacional para el Estudio de la
[luminacion), la cual establecié un sistema internacional basado en el efecto que
cualquier color puede producir sobre un “observador estandar”. Para ello se tuvo en

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

El estimulo cromatico estd compuesto por tres sensaciones bien diferenciadas, que
dan al color su caracter tridimensional: matiz o tono, luminosidad y saturacion o
pureza. EI matiz o tono es la propiedad por la cual un color se identifica como rojo,
azul, etc., y esta relacionado con las diferencias de absorbancia de la energia 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 saturacion
0 pureza se define como la proporcion de luz cromatica en la percepcion total, o
como el grado de diferencia entre el punto de color en cuestion y el correspondiente

al punto gris de la misma luminosidad.

Estos tres atributos, tono, luminosidad y saturacion definen cualquier color. Esta
consideracion tridimensional del color es el fundamento de la teoria tricromatica. Las
leyes experimentales de la igualacion del color se resumen en un principio conocido

como generalizacion tricromética.*?
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La escala en la cual se mide el color basada en estos aspectos, esta basada en la teoria
de Hering en la cual los conos del ojo estan codificados para recibir sefiales de luz-
oscuridad, rojo-verde y amarillo-azul, segun 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*4,), matiz o tono (hap) Y a*b*. Asi se fija un eje
“a” cuyos extremos a y —a seran colores rojo y verde respectivamente. De la misma
manera el eje “b” tendra 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. EI matiz se mide como el angulo que va

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

L* blanco A
‘ claridad

b*
__amarilio

rojo

matiz

Figura 16. Modelo de color CIELAB®

El color de una muestra puede ser medido espectrofotométricamente y ser trasladado
a las coordenadas del modelo a emplear mediante la transformacion matematica de
las curvas de reflectancia o transmitancia en la region del espectro electromagnético
visible entre A 380 y 780 nm™.
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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* 6 por sus coordenadas angulares, croma (C*x) y

tono (h ap), definidos por a* y b* asi:

h . = tan™ (b/a)
Cab: (a2 + b2)1/2

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

presentard un color apagado mientras que uno mas lejano presentara mayor vividez.

La estructura de las antocianinas es la de un hibrido de resonancia, en la que la carga
positiva se encuentra deslocalizada entre diversos &tomos de la molécula, aceptandose
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 angulos 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®®,
derivados de malvidina-3-glucésido, ®" antocianinas en flores, ® antocianinas en
rabano y papa™. Estos estudios demuestran que aplicar sistemas colorimétricos de
espacio uniforme es de gran utilidad en la caracterizacion de las propiedades del color
de los pigmentos.

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

en donde se estudiaron pigmentos
obtenidos de extractos obtenidos a partir de fresas y rabanos en solucion metandlica

(pH 1) y a temperatura ambiente las caracteristicas del color de diferentes
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antocianinas, encontraron diferencias en la glicosidacion y acilacion de las
antocianinas estudiadas, las cuales tienen un efecto marcado sobre las caracteristicas
espectrales y del color de estos pigmentos. En general se observd un mayor efecto
hipercromico cuando se incrementa el nimero de unidades de azucar en el pigmento;
asi por ejemplo, la pelargonidina-3-soforosido-5-glucésido presenté una mayor
absortividad molar (¢) que su respectivo monoglucésido. Ademés, como
consecuencia de la mayor glicosidacion también se observo un efecto hipsocromico.
También se evidencié un efecto, debido a la acilacion, sobre las caracteristicas
espectrales y del color de las antocianinas estudiadas. Por ejemplo, se observé un
desplazamiento batocrémico y un efecto hipercromico de los derivados acilados de

pelargonidina al compararlos con pelargonidina-3-soforosido-5-glucosido.

Por otro lado Heredia, et al., ! estudiaron por colorimetria triestimulo las
caracteristicas del color de glucdsidos de cianidina, delfinidina, petunidina,
pelargonidina y malvidina, todas éstas aisladas de la uva. Este estudio se realizo 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 nimero y tipo de sustituyentes en el anillo B de la aglicona
fue el aspecto mas relevante, ya que los pigmentos con dos sustituyentes en el anillo
B se localizaron en el area del matiz naranja, mientras que pigmentos con tres

sustituyentes estuvieron localizados en el area de los rojo-purpura.
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2 METODOLOGIA

La metodologia para el estudio de los pigmentos de las cuatro frutas: uva de arbol
(Myrciaria aff cauliflora (Mart.)D.Bery), coral (Hyeronima macrocarpa Mull.Arg),
mora pequefia (Rubus megalococcus Focke) y motildbn Hyeronima macrocarpa
Mull.Arg), fue desarrollada en tres etapas: primero la obtencion del extracto crudo
enriquecido en antocianinas, seguido por la identificacion y cuantificacion de los
pigmentos tipo antocianina, luego evaluacion 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 arbol y coral objeto de este estudio se recolectaron en la
zona sur occidental del pais en Timbio (Cauca), el motilén en la Unién (Narifio) y la
mora pequefia en el Hatillo Albania (Santander) y se seleccionaron de acuerdo a los
parametros de madurez establecidos por su color. La identificacion taxonémica de las
muestras de estos frutos silvestres se realiz6 en el Instituto de Ciencias Naturales de
la Universidad Nacional de Colombia de la siguiente manera: uva de arbol (Myrciaria
aff cauliflora (Mart.)D.Bery) (COL 531920), coral (Hyeronima macrocarpa
Mull.Arg) (COL 531921),, mora pequefia (Rubus megalococcus Focke) (COL
531919) y motilon Hyeronima macrocarpa Mull.Arg) (COL 531910). Aunque el
coral y el motilon se clasificaron bajo el mismo nombre son especies
morfolégicamente diferentes, que ameritan un estudio botanico profundo para poder

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

2.2 OBTENCION DEL EXTRACTO ENRIQUECIDO EN ANTOCIANINAS
(ERA)

Para la mora pequefia, se tomd la fruta entera (295 g), de la uva de arbol solo la
cascara (134 g), y en el motilon y el coral se usé la fruta sin semilla (98 y 123 ¢
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respectivamente). Estas partes de las frutas fueron extraidas separadamente con
metanol/acido 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 elimind al vacio, el
residuo se aplicé sobre una columna de resina de Amberlita XAD-7 (Aldrich
Chemical Co., Milwaukee, WI) de 80 x 4 cm. La columna se lavé con agua, y los
compuestos adsorbidos se eluyeron con 1 L de metanol/acido acético (19:1, v/ v), de

acuerdo con el procedimiento descrito por Degenhardt et al®.

Cada eluido se concentr6 al vacio y el residuo se liofiliz6 obteniéndose un extracto
rico en antocianinas (ERA) en la mora (2,1 g), en la uva (1,8 g), en el coral (2,0 ) y
en el motilon (3,0 g). Con el fin de simplificar la composicion de los extractos (ERA)
de coral y motilén, un gramo de cada extracto se fracciond separadamente en una
columna de 45x40 cm, empacada con una resina Toyopearl HW-40F (150 g) (Tosoh
Bioscience, Japén). 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 motilon 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 motilén: 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 tenian antocianinas, esto es para el motilon la
F6(324 mg) y para el coral la F3 (351 mg).

2.3 ANALISIS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (HPLC-DAD).

Se us6 un cromatdgrafo Agilent Technologies serie 1200, detector DAD (barrido de A
200 nm-700 nm), con una columna Zorbax-SB C18 5um 4.6 x 250mm (Phenomenex

USA). Como eluyente, se usaron los solventes acetonitrilo/agua/acido formico en
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diferentes proporciones, el solvente A (3:87:10, v/viv) y el solvente B (50:40:10
v/viv), a un flujo de 0.2 mL/min. Se utilizé 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 utilizé un “loop” de inyeccion de 50 pL.

Los extractos en conjunto con los estandares, se analizaron con el fin de confirmar la
presencia de las antocianinas; las antocianinas: delfinidina 3-glucésido y petunidina
3-rutindsido provenientes de Transmit (Marburg, Alemania), cianidina 3-glucésido y
cianidina 3-rutindsido de Sigma (Aldrich); y la antocianina cianidina 3-rutinosido

aislada y purificada de la fruta tomate de arbol™*.

La cuantificacion de las antocianinas presentes en cada uno de los extractos se realizd
por el método de estandar externo utilizando los patrones de cianidina-3-glucésido®,
con un coeficiente de correlacion de r> = 0.994 y delfinidina-3-rutinésido aislada y
purificada del tomate de arbol, con un coeficiente de correlacién de r’= 0.999. Se
elabor6 una curva de calibraciéon 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 ANALISIS POR HPLC- MS-IT-TOF

Tanto los ERA como las fracciones obtenidas se disolvieron en metanol (Img/mL), y
se analizaron utilizando un cromatografo liquido acoplado a un espectrometro de
masas Shimadzu LCMS-IT-TOF (Kyoto, Japdn). Para la separacion cromatografica,
se utilizd una columna Luna RP-18 5um (150 x 2,0mm d.i., Phenomenex). Como

eluyente se uso el solvente A compuesto de acetonitrilo/agua/ acido formico 3:87:10,
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viviv y el solvente B 50/40/10, v/viv, a un flujo de 0,2 ml / min. Se utiliz6 un “loop”
de inyeccion de 5 pL. Los solventes utilizados fueron grado LCMS, Honey Well
Burdick and Jackson (Muskeson, MI, USA)

Para el andlisis por espectrometria de masas se usaron los siguientes pardmetros:
ionizacion 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, acumulacién de iones de 20 mseg y un rango de scan de m/z de 100-900 u.
La energia de colision del gas Argdn se fijo en 50% para los extractos enriquecidos
en antocianinas y del 10% para las fracciones. El software LCMS Solution (Shimadzu,

Tokyo, Japon) fue usado para la recoleccién y analisis de los datos.

2.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

2.5.1 Obtencién de los extractos para actividad antioxidante. La obtencion del
extractos se realizo siguiendo el procedimiento por Vasco et alError! Bookmark
not defined., con el objeto de extraer tanto los compuestos hidrofilicos como
lipofilicos. Segun este procedimiento, se liofilizaron las frutas: mora pequefa (fruta
entera), uva de arbol (cascara), motilon y coral (fruta sin semilla) y se pesaron 0.5
gramos de cada uno de los liofilizados; luego se extrajeron los compuestos fendlicos
por 1 hora a temperatura ambiente con 20 mL de una mezcla de metanol:agua (50:50
v/v), seguido por otra extraccion con 20mL de acetona:agua (70:30 v/v) y se
centrifug6 a 4000 rpm por 15 minutos. Finalmente al sobrenadante se le adicionaron
50 ml de agua destilada en un balén aforado obteniéndose asi cada uno de los

extractos que fueron usados en los andlisis de actividad antioxidante.
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2.5.2 Determinacion de la actividad antioxidante por el método TEAC-
espectroscopia UV-Vis. El analisis espectrofotométrico TEAC esta basado en la
habilidad del antioxidante para capturar el cation radical ABTS ™. El ensayo se llevd a
cabo de acuerdo con el método desarrollado por Re, et al. ® El catién radical ABTS'*
se produjo por la reaccion entre ABTS (7mM) en agua y persulfato de potasio (2,45
mM) en 10 ml de agua destilada, manteniendo la solucion en la oscuridad a
temperatura ambiente por 12 horas (solucién stock). Luego esta solucion se diluyé en
metanol para obtener la de trabajo (0.18 mM), la cual se ajust6 a una absorbancia de
0.7 £ 0.2 a A 734 nm. Se prepararon soluciones patron de Trolox (Fluka) Chemie
GmbM (Steinheim, Suiza) en etanol en concentraciones de 0.5, 1, 1.5, 2 y 2.5 mM.
Para la determinacién de la actividad antioxidante, a 1ml de la solucion de trabajo se
le adicionaron 10 pL de cada muestra y se midi6 la absorbancia a A 734 nm
exactamente a los 6 minutos. Para tal fin se utiliz6 un espectrofotometro UV-Vis
Thermo Scientific evolution 300. Se uso acido ascorbico (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 nimero de milimoles de Trolox que tienen el mismo porcentaje de

inhibicion que un gramo de fruta (peso seco).

2.5.3 Determinacion de la actividad Antioxidante frente al radical DPPH por
espectroscopia UV-Vis. EI 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 cuantificO midiendo el
grado de decoloracién de una disolucién metandlica de DPPH®, a una longitud de
onda de 514 nm*®. El ensayo se llevé a cabo utilizando 0.1 mL de extracto y 3.9 mL
de la solucién 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 expresé como ECsg valor que
expresa la concentracion de la muestra necesaria para inhibir el 50% de los radicales

libres DPPH (ECso = concentracion de la prueba en estado de equilibrio).

2.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR
ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA PARAMAGNETICA (EPR).

Se utilizaron los mismos extractos de frutas y las mismas soluciones de radicales
libres (ABTS y DPPH) que en los ensayos por espectroscopia UV-Vis. Una alicuota
de 10 p L de cada muestra fue agregada a 1 ml de la solucion de ABTS de trabajo y
luego fue sometida a las medidas sucesivas de EPR de 0-30 minutos. Para el caso de
DPPH, 100 u L de cada ARE fue adicionado por separado a 3,9 mL de solucién de
DPPH (11,5 mg/200 ml MeOH). Todas las mediciones se iniciaron exactamente dos
minutos después de mezclar la solucidon 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 absorcién por estas a lo largo de las mediciones de
EPR, y se verifico la estabilidad de las soluciones de radicales libres sin muestra.

Los analisis de EPR se llevaron a cabo a temperatura ambiente en un espectrometro
Bruker ESP 300. Las mediciones de EPR se realizaron con una frecuencia de
modulacion de 100 kHz, un ancho de barrido de 100 G, la modulacién 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 evaluacion
de sus integrales dobles (Dlgpg). La concentracion relativa (Cr) de radicales libres
para los tiempos de reaccion individual fue calculada como:
Crel = [DIepr/DI"™%epr]:
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Donde, Dlepr y DI™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.®® Se asumi6 que el modelo cinético para estas
reacciones era de orden 2. Asi para determinar la constante de velocidad, la expresion
(1/Ct — 1/Co) se graficd versus tiempo (min) y se realizé el analisis de regresion lineal
de acuerdo con la ecuacion:

(1/Ct) — (1/Co) = Kt

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

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

2.7 ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DEL COLOR DE LOS ERA

Este estudio se realiz6 en un espectrofotdmetro 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 concentracion tal que la absorbancia inicial medida en el
espectrofotometro a A 520 nm, fue de aproximadamente en 0.7 unidades. Luego se
midié el pH inicial de cada solucidn y se ajusté a un valor de 1.5 con HCI 32%j;
posteriormente adicionando gotas de NaOH 10M se incrementd poco a poco el pH de
la solucion hasta obtener valores de 3.5, 5.5 y 7.5. En cada valor de pH se midieron
los parametros de color (L*, a*, b*) y los valores de C*y, ha, se calcularon de
acuerdo a las ecuaciones 1, 2 y 3. Las sucesivas variaciones de pH se obtuvieron
adicionando pequefios volimenes de NaOH 10M, por lo que se considera

despreciable el cambio de volumen.
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(1) C* = [ (a%)2 + (b*)2 ]2
(2) hap = arctan (b*/a*)
(3) AE*p = [ (AL*)Z + (Aa*)z + (Ab*)Z ]1/2

Las correlaciones entre los pardmetros del color se obtuvieron por medio del software
Statistica v. 6.0 (StatSoft, 2001); el cual es un software completo para el analisis de

datos que permite correlacionar diferentes variables.

La estabilidad del color con respecto al tiempo de almacenamiento se determiné 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 dias se midieron los parametros del color, cada dato fue el
promedio del valor obtenido para cada parametro en cada una de las dos soluciones

preparadas por muestra.

Los parametros CIELAB (L*, a*, b*) de los extractos, se determinaron de acuerdo
con las especificaciones CIE usando el software CromalLab (Heredia et al, 2004%).
Las diferencias de color 4E*,, se calcularon entre el pH inicial (pH 1.5) y la muestra

después del tratamiento (incremento de pH).

2.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 el analisis de varianza y la prueba de comparacion de medias (Tukey P <
0.05) para todas las variables registradas. El analisis estadistico se realiz6 con el

programa Minitab 16.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 DETERMINACION DE LA COMPOSICION ANTOCIANICA DE LOS
ERA

La técnica de HPLC acoplada a ESI-MS/MS proporciona una valiosa informacion
para la evaluacion estructural de las antocianinas, ya que facilmente se obtienen los
iones moleculares debido a que éstas se encuentran ionizadas en solucion. Mediante
el experimento MS-MS se producen los fragmentos tipicos correspondientes a las

antocianidinas y demas residuos de azlcares o grupos acilo presentes en las muestras.

En este trabajo, se verificd la presencia de las antocianinas, teniendo en cuenta su
absorbancia caracteristica en A 520 nm. Asi, 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 analisis del EM se propusieron las
estructuras de las antocianinas, las cuales fueron corroboradas por comparacion con
estandares mediante coinyeccion y con los datos de EM de alta resolucion. Todos los
cromatogramas reportados en este estudio se registraron a dos longitudes de onda: A

520 nm para antocianinas y A 371 nm para flavonoides.

Coral y Motilén. Los perfiles obtenidos para las dos frutas, por HPLC-DAD se
presentan en la Figura 17 Con base en el patron de fragmentacion se identificaron
cuatro antocianinas: delfinidina-3-rutinosido, petunidina-3-rutindsido, cianidina-3-

rutindsido y delfinidina-3-glucosido (tabla 3).
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Figura 17. Andlisis por HPLC de los ERA de a) Coral, b) Motilon. La identificacion de cada pico corresponde con la tabla
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Tabla 3. Identificacion y cuantificacion de las antocianinas presentes
en Coral y Motilén (Hyeronima macrocarpa Mull.Arg)

Tiempo de Tlempqlde . lon molecular (mg/g fruta) (mg/g fruta)
. -, retencion Formula - Masa exacta lones fragmento peso ,
Pico | retencion Motilon(min) Experimental Identificacion humedo peso humedo
No | Coral(min)
|_}|F\)/|Ls(3|_v|EsS ' HEALS?,'\AESS V M+ (m/2) (m/2) (m/2) (coral)  (motilon)
1 9,1 8,3 CytH 01, 465.0906 465.1033 303 [M-162] * 5321?":;%%;(& 0,58 +1,30°  2,87+0,07°
2 10,6 9,5 CyHyOp 6111623 6111612 465['\{:(15‘_‘16(]32]/ 303[M- De'r'::{‘i'ndé';‘%'g’g O 1204+1,30° 1098:0,07°
3 14.4 13.8 CyHyOp  595.1636 505.1663 287[M-162-146] C"';‘St'ldn'g; digo' 207+1,30°  7,58+0,07°
4 17,9 17,4 CasHa3016 625.1599 625.1768  611/317[M-162-146] * ¢ Pertﬂg:]‘]g;‘%%'bo' 249+130°  8,21+0,07°

*Reportado como delfinidina-3-rutinosido, ® se confirmaron por coinyeccién con estandar Rut: rutinésido; Glu: glucosido; "% se
obtuvo por MS/MS a partir del correspondiente ién molecular
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El motilon, present6 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 concentracion total de estas

antocianinas es mayor en el motilon (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-a-ramnopiranosil-p-glucopiranosido 6 delfinidina-3-rutinosido. En el espectro de
masas (Figura 18), se tiene el ibn molecular en m/z 611, junto con un i6n fragmento
en m/z 465 correspondiente a la perdida de una hexosa [M-162]". Por MS/MS a partir
del i6n molecular se obtuvo el i6n producto 303 [M-162-146], concordante con la
presencia de dos unidades de azlcar, una hexosa y una pentosa unidas a la
antocianidina. En este caso el iébn molecular obtenido por espectrometria de masas de
alta resolucion (HRMS) fue 611.1623, concordante con la formula C,7H31016
(611.1612 valor tedrico). En el motilon también se pudo observar la presencia de un
flavonol a una A de 371 y a un tiempo de retencion de 23 minutos (Figura 17 b). El
espectro de masas de este compuesto (Figura 19) present6 un ion pseudomolecular en
m/z 611.1657 [M+H]" y un i6n 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 traves de la resina de toyopearl
permitio observar claramente la presencia de este flavonol en la fraccion F8 y obtener
fracciones de antocianinas mas puras para su analisis por LCMS. En forma analoga 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-rutinésido presente
en el extracto ARE de las frutas coral y motilon
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Figura 19. Espectro de masas del flavonol presente en la fruta motilon (tg 23min)

Esta es la primera vez que se reporta la composicion en estas especies. Es importante
mensionar que en otras especies, de la familia Euphorbiaceae, Ricinus communis
L' se identificaron las antocianinas novedosas: cianidina 3-O-B-xilopiranosido-5-
O-B-glucopirandsido, cianidina 3-O-B-xilopiranosido-5-O-(6"-O-malonil-f-
glucopirandsido) y cianidina 3-O-B-xilopiranosido-5-O-(6"-O-methilmalonato-3-

glucopirandsido.

Mora pequefia. En el extracto ARE de esta fruta, se identificaron las antocianinas:
cianidina 3-O-B-glucopiranésido como compuesto mayoritario y cianidina-3-
rutinésido (Figura 20) (tabla 4). Adicionalmente se detectd 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 &cido
maldnico. Estudios realizados en frutas del género Rubus muestran que la
antocianidina mas frecuente en esta especie es la cianidina. Asi por ejemplo,

Qingguo Tian et al'®

., reportaron las antocianinas cianidina 3-glucosido, cianidina 3-
sambubiosido, cianidina 3 - (2G-xilosilrutinosido) y cianidina 3-rutinésido en la
especie Rubus occidentalis con un contenido total de antocianinas entre 170 - 430

mg/100g de fruta fresca. Hurtado®

encontré que las antocianinas mayoritarias en
mora de castilla (Rubus glaucus Benth), eran: cianidina-3-O-(2’’-O-B-xilosil-6’-O-
a-ramnopiranosil-p-glucopiranésido), cianidina-3-0O-(6’’-O-a-ramnopiranosil)-f-
glucopirandsido y pelargonidina-3-O-(6’’-O-a-ramnopiranosil--glucopirandsido). Es
importante resaltar que en el extracto ERA de mora pequefia no se detectaron la

presencia de flavonoles ni antocianinas poliméricas.
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Figura 20. Andlisis por HPLC del ERA de mora pequefia. La identificacion de cada pico corresponde con la tabla 4.

Tabla 4. Identificacidn y cuantificacion de antocianinas en Mora (Rubus megalococcus Focke)

Tiempo de Férmula lon molecular Masa lones fraamento
Pico | retencién (min) Experimental exacta 9 e . (mg/g fruta) peso
Identificacion tentativa
No HPLC-ESI/MS- humedo
MS M+ (m/z) (m/z)
5 12,2 Co1H2101; 449,1082 4491084  287[M-162]* ° cianidina 3-0- 366,46+2,3 2
glucopiranésido
449[M-146]"
3 14,2 Cy7H31015 595,1660 595.1663 /287[M-1d46-162]+ cianidina 3-O-rutin6sido® 4,60+2,3%
+
6 23,6 CoH23014 535,1100 535.1087 449 [ M-86]" /287 Cianidina-hexosa-malénico 64,7242,32

[M-162-86]"

“Reportado como cianidina -3-glucosido; ® y° confirmados con estandar; “®¢ se obtuvo por MS/MS del i6n molecular
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Uva de arbol. ElI compuesto mayoritario de esta especie corresponde a cianidina 3-O-
g-glucopiranosido. También se determind la presencia de la antocianina delfinidina-3-
glucésido (Figura 21) (tabla 5). En concordancia con otras investigaciones, en esta
especie se han reportado la presencia de las antocianinas cianidina 3-glucosido y

delfinidina3-glucésido .
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Figura 21. Andlisis por HPLC del ERA de Uva de arbol. La identificacion de cada pico corresponde con la tabla 5

Tabla 5. Identificacion y cuantificacion de antocianinas en Uva de arbol (Myrciaria aff cauliflora (Mart.))

Tiempo de Formula lon Masa exacta  lones fragmento
Pico: retencion (min) molecular g Identificacion (mg/g fruta) peso
No = HPLC-ESI/MS- tentativa humedo
MS (m/z) (m/z)
1 8,7 CuHuO:, 4651003 4651033 303 [M-162] Delfinidin-3-0- 26,20+1,1°
glucopiranosido
5 11,7 CuHnOn 4491044 4491084  287[M-162]' Cianidina 3-O- 143514112

glucopiranésido®

2 Reportado como Cianidina-3-glucésido; "confirmado con coinyeccién con estandar. “se obtuvo por MS/MS del ién molecular
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A continuacion se presentan las estructuras de las antocianinas identificadas en las

cuatro frutas (Figura 22).
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Figura 22. Estructuras quimicas de los compuestos encontrados en las cuatro frutas.
(1)Delfinidina-3-O-glucopiranosa. (2)Delfinidina-3-O-(6 " -O-a-ramnopiranosil-$-glucopirantsido).
(3) Cianidina-3-0-(6""-O-a-ramnopiranosil-f-glucopirandsido. (4)Cianidina 3-O-4-glucopiranosido.

(5) Petunidina-3-O-(6"’-O-a-ramnopiranosil-f-glucopirandsido

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 DETERMINACION 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 midio frente a los radicales libres
ABTS y DPPH. La medida de la actividad antioxidante por varios métodos permite
confirmar la contribucion 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.
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Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) para establecer si existen diferencias
significativas entre las medidas de los valores resultantes de los analisis determinados
con respecto a la actividad antioxidante de cada una de las cuatro frutas; también se
realizd una comparacion 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 Motilon Mora
ABTS (mmol 4 156,1 536° 0,3450,029" 0,426+0,004° 0,223+0,022°
Trolox/g fruta)
% DPPH
remanente/g 27,13+1.36 25,7240,77% 23,72+1,08" 26,84+0,782
fruta

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 fendlicos presentes en las cuatro frutas,
ocasionan la reduccion (decoloracion) del cation radical ABTS™ que es un croméforo
con méxima absorcion a A 734 nm. La reduccion del ABTS™ dependera 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 reduccion (decoloracién) del radical estable DPPH™ que es un

cromoforo con maxima absorcién a A 515 nm.

La reduccion del DPPH’ dependera 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 motilon 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 comparacion con las otras frutas.

La comparacion estadistica realizada por el método de Tukey permitio 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 motilon y respecto a las demas no hay
diferencias significativas, la uva no se diferencia de ninguna, el motilon se diferencia
significativamente de coral y mora y la mora se diferencia significativamente
solamente de la de motilon. Villareal et a.1*°19, realizaron un estudio de la actividad
antioxidante y eficiencia antiradical in-vitro en extractos de pulpa de motilén dulce
(Hyeronima macrocarpa) usando los métodos de ABTS y DPPH, encontrando que
por DPPH el valor de ECsp para la fruta fue de 29.0 g/kg de DPPH y por ABTS 39,34
umol trolox/g pulpa. Al comparar los resultados obtenidos en esta investigacion
(tabla 6) se observa que los valores aqui obtenidos son mayores; lo cual se explica
porque en este trabajo no solo se uso la pulpa si no también la cascara. 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 motilon 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 motilon y (17.2 mg/g) en el coral.

3.2.2 Espectroscopia EPR. Los mismos extractos de las cuatro frutas asi como las
soluciones de radicales libres empleadas en UV-Vis se usaron para evaluar la
actividad antioxidante por EPR. Esta técnica permite una evaluacion directa en la
disminucion en la concentracion 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 area. Se obtuvo
una grafica de EPR diferente para ABTS y DPPH, esto debido a sus diferencias en
estructura quimica (Figura 23). También se observo que el area disminuia con el
tiempo debido a la disminucion en la concentracién de radicales libres por efecto de

los antioxidantes.

(a)
5,E+07 A
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Figura 23. Set de espectros EPR individuales del ARE de Motildn registrados a
diferentes tiempos de reaccion 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 disminucion la concentracion relativa de
radicales libres versus tiempo para las cuatro frutas estudiadas observando que el
motildn es la fruta con mayor actividad antioxidante. En la tabla 7 se presentan las
constantes (K) de velocidad de la reaccion 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 comparacion de las constantes
de velocidad es un buen método para verificar la capacidad de captacion de radicales
en los productos naturales, ya que estas constantes de velocidad estan directamente
relacionados con la actividad antioxidante de los compuestos presentes en los
extractos. El valor mas alto de la constante de velocidad corresponde a una actividad
mas alta de atrapamiento de radicales libres. Segun esto, en la tabla 7 confirmé que la
fruta con mayor actividad antioxidante fue el motilon 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 ortosustitucién con grupos hidroxilo en el anillo B hace que esta
antocianina sea mas activa frente a radicales libres permitiendo un mayor
atrapamiento de estos.

Osorio et al”’., evaluaron la actividad antioxidate del extracto ARE de la fruta
corozo (Bactris guineensis) y sus principales antocianinas, cianidina-3-rutinosido,
cianidina-3-glucosido y peonidina-3-rutindsido, 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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Figura 24. Concentracion relativa de a) ABTS y b) DPPH en presencia de los
extractos de las cuatro frutas. Referencia * = solucion 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

Radical Libre”~ K (L.mol™*.min™) Coeficiente de
correlacion (r)

Muestra

ABTS

Uva 1.93 x 10° 0.929

Mora 7.71x 10° 0.852

Motilon 1.35 x 10’ 0.994

Coral 1.93 x 10° 0.972

DPPH

Uva 1.56 x 10° 0.937

Mora 5.85 x 10° 0.862

Motilon 1.36 x 10’ 0.952

Coral 7.80 x 10° 0.952

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 region visible de los extractos crudos de
las cuatro frutas a pH 1.5, valor en el cual las antocianinas son mas estables. Es
evidente que el extracto crudo de la fruta motilon presenta la mayor absorcién en la
region visible del espectro, a una longitud de onda (A) de 520nm, seguido por el
extracto crudo de la mora, coral y uva de arbol.
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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 caracteristicas de
absorcion en el visible de los extractos crudos de las cuatro frutas; sin embargo, estas
mediciones, por si solas no aportan informacién suficiente sobre el color de las
antocianinas presentes en estos. Por lo tanto, con el propdsito de obtener informacion
mas precisa sobre las caracteristicas del color de los extractos crudos, se evalu6 su
estabilidad en diferentes condiciones y durante su almacenamiento por medio de
medidas de colorimetria triestimulo. En la Figura 26, se presenta la variacion del
color en los ERAS de las cuatro frutas a diferentes valores de pH en un tiempo (0).
En cuanto al motilén 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 formacion de la especie
catiéon flavilio desplegando la maxima intensidad de color. Cuando el pH se
incremento 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-rutindsido 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 varié poco (entre 40° y 60°); un tono un poco

mas amarillo, lo que explica la formacion 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 tipico para los valores reportados para antocianinas entre 0° y 60°.
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Figura 26. (a)Variacion del color en los ERAS de las frutas a diferentes valores de
pH en tiempo=0. (a) Motilon (b) Coral. (c). Uva. (d). Mora
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Se encontrd que el cambio de color con la variacion del pH presenta la misma
tendencia para los extractos crudos correspondientes a las cuatro frutas (Figura 26
a,b,c,d); sin embargo la variacién de color con respecto al pH para los extractos de
uva y coral (Figuras 26¢ y 26b) se encuentran en una tonalidad roja cerca a 20° que
en comparacién a los datos obtenidos para el motilén y la mora a este mismo pH,
estos Ultimos presentan tonalidades rojo-naranja con valores cercanos a los 40°
(Figuras 26a y 26d). En general, se observa una pérdida de intensidad cromatica entre
el valor inicial (pH=1.5) y los siguientes, para todos los tiempos y frutos. En el caso
de la uva, estas perdidas de croma son menos intensas, lo cual puede estar relacionada
con respecto a la naturaleza de las antocianinas monomeéricas presentes en la uva
donde el compuesto mayoritario es la cianidina-3-glucésido, o a la posible presencia
de algunos compuestos en el extracto que puedan estabilizar el color (Acidos
fenélicos, flavonas, flavonoles, flavanonas y flavanoles)*®. 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 ahi su variacion es menor. Los extractos de motilébn y mora presentan mayor
vividez e intensidad de color lo cual se ve reflejado en las graficas de colorimetria, lo
que concuerda con el comportamiento en la absorcion 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 variacion de los parametros de color con

respecto al pH y al tiempo de almacenamiento.
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Tabla 8. Variacion de los parametros del color con respecto al pH y al tiempo de almacenamiento de los extractos crudos
aislados del fruto de motilon

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 21,71 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. Variacion de los parametros 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 Han

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. Variacion de los pardmetros 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 Has

1.5 0 59,302 67,993 61,448 91,646 42,105
1.5 1 53,787 63,042 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 9,99 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. Variacion de los pardmetros del color con respecto al pH y al tiempo de almacenamiento de los extractos crudos
aislados del fruto de uva de arbol

pH TIEMPO L a b Cas Hap

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
9.5 0 82,791 3,933 17,519 17,955 77,348
5.5 1 86,022 2,532 25,944 26,067 84,426
5.9 2 80,497 4,316 29,170 29,488 81,684
9.5 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,
motilon, mora y uva de é&rbol, presentan diferencias importantes respecto al

comportamiento, frente a los cambios de pH, en aspectos como tono, croma y

claridad.
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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 mas 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 dias, realizando mediciones cada 8 dias) 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 asi 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 evolucién
de los pardmetros del color con respecto a los cambios de pH, es decir, los extractos
de motilon 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 caracteristicas cromaticas 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
acidos, ya que los parametros 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 acompafian a la muestra son factores
que inciden sobre el croma, claridad y la estabilidad del color,*® En la figura 28 a,b y
c, se presentan los cambios en la claridad o luminosidad (L*), el croma (C*y) vy el
tono (hap) en todos los valores de pH estudiados para las cuatro frutas. Se observa que
el extracto ARE de motildn es el que presenta menor claridad (47,769), a pH acido,

sequido del coral (59,324) y la mora (59,302) mientras que la uva presenta el valor
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mas alto de luminosidad (70.132) al mismo pH (1.5), lo cual indica que el extracto
ARE del motildn presenta una coloracion 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 relacién 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 motilon son las que mas alto valor de croma
contienen lo cual puede deberse a la concentracion de antocianinas que contiene la
mora y en el motildn a la antocianina mayoritaria presente en esta fruta (delfinidina2-
3-rutinosido); asi, 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 quimica y los

diferentes equilibrios entre las formas estructurales generadas al variar el pH.

La Figura 28 B presenta la correlacion del croma con respecto al pH, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos con respecto al comportamiento en la
absorcion de los extractos de las cuatro frutas tropicales a pH 1.5 (Figura 25), en
donde el extracto del motilén presenta mayor absorcion seguida por el extracto de

mora, coral y uva.
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Aplicar sistemas colorimétricos de espacio uniforme (CIELAB, CIELUV), fue de
gran utilidad en la caracterizacién de las propiedades del color de los extractos crudos
aislados de las cuatro frutas; uva de arbol (Myrciaria aff cauliflora (Mart.)D.Bery),
coral (Hyeronima macrocarpa Mull.Arg), mora pequefia (Rubus megalococcus Focke)
y motilon Hyeronima macrocarpa Mull.Arg), Se ha mostrado la relevancia del pH y
el tiempo de almacenamiento sobre la relacion estructura quimica y color. El
conocimiento sobre la estabilidad del color aqui 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 identificacion de los
pigmentos delfinidina-3-rutindsido, delfinidina-3-glucdésido, cianidina-3-rutindsido y
petunidina-3-rutingésido en la frutas coral (Hyeronima macrocarpa Mull.Arg) vy
motilon (Hyeronima macrocarpa Mill.Arg); cianidina-3-glucésido, cianidina-3-
rutinésido y un derivado acilado de un monosacéarido de cianidina en la mora (Rubus
megalococcus Focke); y cianidina-3-glucosido y delfinidina-3-glucosido en la la uva

de arbol (Myrciaria cauliflora (Mart.)D.Bery).

La cuantificacion por el método de estandar externo de las antocianinas en los ARES
de las cuatro frutas permitié establecer que los pigmentos mayoritarios encontrados
en el coral y motildn corresponde a la antocianina delfinidina-3-rutinésido y que en
la mora y uva de arbol correspondia a la antocianina cianidina-3-glucosido.

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 motilén (29.7 mg/g)

las cuales fueron clasificadas como pertenecientes a la misma especie.

La evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos de las cuatro frutas frente
a los radicales ABTS y DPPH por espectroscopia UV-Vis, permitio establecer que el
mas activo era el motilon, seguido por el de la uva de arbol. Estos resultados se
corroboraron por EPR (espectroscopia electronica paramagnética), y se evidencid que
la reaccion de atrapamiento de radicales libres por los compuestos antioxidantes

seguia una cinética de segundo orden.

A pesar de que las frutas motilon y coral presentan las mismas antocianinas la

actividad antioxidante del motilon fue mayor con respecto a la del coral, lo cual no se
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debe Unicamente a la cantidad mayor de antocianinas encontradas en el extracto del
motilén 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
cromatografia de exclusion por tamafio fue apropiado para el andlisis de las

antocianinas.

El analisis por colorimetria triestimulo de los extractos crudos de las cuatro frutas,
permitio observar diferencias substanciales en la calidad y estabilidad del color frente
a los cambios de pH y almacenamiento. Se comprobd que el color de los extractos
crudos es més estable en el intervalo de pH mas &cido (1.5).

La uva de arbol presentd6 menos dispersion 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-glucdésido.

Entre las frutas evaluadas, el motilon y la uva de arbol, presentan caracteristicas de
color y actividad antioxidante promisorias para el desarrollo de productos con valor
agregado (microencapsulados) que preserven las caracteristicas sensoriales vy

biofuncionales de estas frutas.
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