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Comunicacion Técnica

Antocianinas y actividad anti radicales libres
de Rubus adenotrichus Schltdl (zarzamora)

Anthocyanins and anti free-radical activity
of Rubus adenotrichus Schltdl (blackberry)
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Resumen

Se determind el contenido de fenoles, flavonoides y antocianinas en extracto metandlico de frutos de Rubus adenotrichus
asi como la capacidad para inhibir radicales libres por métodos colorimétricos. Se cuantificaron e identificaron
antocianinas por HPLC. Los resultados de los analisis colorimétricos fueron: fenoles 29.23+1.4 mg equivalentes de acido
galico (GAE), flavonoides 5.26+0.25 mg equivalentes de catequina (CE) y antocianinas 12.3 mg por cada gramo de fruto
seco. Se identificé la antocianina cianidina-3-glucésido con t; 60.6 min, por este método se obtuvieron 11.5 mg de
antocianinas como equivalentes de cianidina-3-glucésido por g de fruto seco. La CE,, de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil)
fue 148 ug/mL, el estandar fue vitamina C con una CE, de 18.7 ug/mL. El alto contenido de antocianinas en esta especie
nos permite recomendar su uso como antioxidante.

Abstract

Phenols, flavonoids and anthocyanins content was determined in the Rubus adenotrichus’ fruit methanol extract, as well
as the ability to inhibit free radicals by colorimetric methods. Anthocyanins were quantified and identified by HPLC. The
colorimetric test results were: phenol 29.23+1.4 mg gallic acid equivalents (GAE), flavonoids 5.26+ 0.25 mg catechin
equivalents (CE) and 12.3 mg anthocyanins per each gram of dried fruit. It was identified the cyanidin-3-glucoside
anthocyanin with t; 60.6 min, by this method was obtained 11.5 mg of anthocyanins as the equivalent of
cyanidin-3-glucoside per g of dry fruit. The CE,, of DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) was 148 ug/mL, the standard was
vitamin C with an EC,, of 18.7 ug/mL. The high content of anthocyanins in this specie allows us to recommend its use as
an antioxidant.
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Introducciéon

Rubus es uno de los géneros mds diversos de plantas y se
distribuye en todo el mundo, la diversidad de este género se
manifiesta en la gran variedad de frutos y su pigmentacién.! Los
frutos de las especies del género Rubus contienen compuestos
fendlicos a los cuales se les reconoce como agente
quimiopreventivos, las antocianinas entran en este grupo,” se ha
encontrado una gran variacion en el contenido de antocianinas
asi como en la capacidad antioxidante.3#36 Diversos estudios
epidemioldgicos indican que el consumo de productos
vegetales como frutas y verduras, con altos contenidos de
compuestos fendlicos, reducen la propension a enfermedades
cardiacas, cerebrovasculares y disminuyen la tasa de mortalidad
por céncer.”® Genotipos de Rubus de origen mexicano han sido
reportados con actividad antioxidante y antiinflamatoria.’

En la actualidad hay un interés creciente en los antioxidantes, en
particular en aquellos que previenen los efectos nocivos de los
radicales libres en el cuerpo humano, existe preferencia por los
antioxidantes naturales y no de fuentes sintéticas.! En un
estudio de tres especies de plantas del género Rubus de Etiopia,
se reporta una elevada actividad anti radicales libres'!, los
resultados obtenidos de la actividad antioxidante de estas
plantas pueden contribuir a los usos que como agente
antidiabético le otorgan en ese pais.’ Rubus adenotrichus es una
planta silvestre cuyo fruto es conocido como mora o zarzamora
por lo que su uso es a nivel rural, si bien se conocen propiedades
de otras especies del mismo género, de ésta existen pocos
reportes de sus metabolitos secundarios con actividad
antioxidante,!2:13.14 su habitat se localiza en zonas montafiosas
de México, Ecuador y Costa Rica, no se han encontrado
reportes de estudios a la poblacién mexicana de esta especie. Es
importante el estudio de metabolitos secundarios con actividad
anti radicales libres de frutos silvestres para su posible
aplicaciéon como nutracettico en la industria alimenticia, para la
formulacién de medicamentos asi como para la caracterizacion
de fuentes asequibles y con alto contenido de antioxidantes
naturales. Por lo anterior el objetivo de este estudio fue
determinar el contenido de fenoles, flavonoides y antocianinas
mediante métodos colorimétricos y cromatograficos; asi como,
la actividad anti radical por el método de DPPH del extracto
metanolico de fruto de R. adenotrichus colectado en Veracruz,
Meéxico.

Material y método

Material biolégico

La recoleccion de frutos silvestres de zarzamora se realizo en el
mes de julio de 2009 en el municipio de Tlacolulan del estado
de Veracruz, México. La muestra se transporté en un termo a
-4°C, posteriormente, se congeld a -70°C hasta su liofilizacién.
La identificacién taxonémica de la especie fue realizada en el
Herbario del Instituto de Ecologia en Xalapa, Veracruz, México,
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el espécimen fue registrado con el nimero de voucher
XAL-106448 para referencias futuras.

Reactivos quimicos
Todas las sustancias quimicas utilizadas fueron de grado
analitico a menos que se indique lo contrario. Metanol,
acetonitrilo, 4cido fosférico, agua y cianidina 3-glucésido
(kuromanin) fueron grado HPLC y se obtuvieron en Fluka,
Sigma-Aldrich Co.

Preparacion de extractos

Los frutos congelados se liofilizaron (liofilizador Labconco
freeze dryer 5), después se molieron en una licuadora (Osterizer
modelo 4108), obteniéndose 0.8960 g (en balanza analitica). La
extraccion de las sustancias polares se hizo de acuerdo al
método descrito en la literatural5 con algunas modificaciones,
la muestra se deposité en un matraz erlenmeyer, se agrego
metanol acidificado (0.01% HCI), posteriormente se agitd
durante 15 min a temperatura ambiente en atmoésfera de
nitrégeno y protegido de la luz, se filtré utilizando vacio para
recuperar el disolvente, la muestra fue extraida 3 veces mds en
iguales condiciones. Los extractos se concentraron en
rotaevaporador (Biichi RII) a 40°C, el extracto se recuperd
totalmente y el volumen se completé a 100 mL en matraz
aforado, se centrifugé y el sobrenadante se filtr6 en una
membrana nylon con poro de 0.45 ym, por dltimo, se guard6 en
un frasco dmbar a -20°C hasta su andlisis.

Pruebas de identificacién preliminares

Prueba del cloruro férrico

A 0.5 mL de extracto metandlico se agregaron tres gotas de
solucién de FeCl, 1%, se observé la coloracion que apareci6
inmediatamente y se comparé con un blanco del extracto libre
de reactivo y con un blanco de agua destilada con cloruro
férrico.1®

Prueba de Shinoda

A 0.5 mL de extracto metandlico se agregd un trocito de
magnesio y 3 gotas de HCIl concentrado, se observd la
coloracién que aparecié inmediatamente para determinar la
presencia del grupo de benzopirona.'”

Espectroscopia Ultravioleta-Visible

Los fenoles absorben en la region ultravioleta (UV). En el caso
de los fenoles de tipo flavonoides se presentan 2 bandas de
absorcion caracteristicas:!8 1a banda del anillo aromdtico A con
un méiximo de absorcién en el rango 240-285 nm (banda
benzoil) y otra banda del anillo B con mdximo de absorcién en
el rango 300-550 nm (banda cinamoil). Una muestra del
extracto se analizé en el espectrofotémetro ultravioleta visible
(Beckman Coulter DU 650), se hizo un barrido de 200 a 800 nm
de longitud de onda para identificar los grupos funcionales
considerando la longitud de onda de maxima absorcién.
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Identificacién y cuantificacién de antocianinas por HPLC
La cuantificacién e identificacién de antocianinas se realizé por
HPLC. Se utiliz6 un equipo SHIMADZU SPD-10AV con
detector UV-VIS, y una columna C-18 fase reversa de 250 mm
de longitud, didmetro de 4.6 mm y tamaiio de particula de 5 ym
(Phenomenex Gemini). El método,19 consisti6 en inyectar 20
uL de muestra a temperatura ambiente, se midi6 la absorbancia
a 520 nm. Para este andlisis se utilizaron dos fases moviles, el
disolvente A fue acetonitrilo, el disolvente B fue acido fosforico
4% en agua, el gradiente de elucién utilizado fue: 0 min 94% B,
55 min 75% B, 65 min 75% B, 70 min 94% B. La velocidad de
flujo utilizada fue 1 mL/min, como estdndar se utilizd
kuromanin chloride (cloruro de cianidina-3-glucésido).

La identificacion en el extracto de cianidina-3-glucdsido se
realizé por comparacion del tiempo de retencion que presento el
estindar y la muestra utilizando idénticas condiciones para
ambos andlisis.

Cuantificacion de antocianinas por pH diferencial

La cuantificacién de antocianinas también se realizé por el
método de pH diferencial.?® Este es un método
espectrofotométrico que se basa en la transformacién
estructural de las antocianinas con el cambio de pH (pH 1
coloreadas y pH 4.5 incoloras). Se prepararon diluciones del
extracto metandlico con solucion buffer pH 1.0 de cloruro de
potasio y con solucién buffer pH 4.5 de acetato de sodio. Se
midié la absorbancia de cada muestra a la longitud de onda de
mdxima absorbancia (A_,,,=515 nm) y a 700 nm. De la ecuacion
de Lambert-Beer se obtiene C=A/eL, C es la concentracion
molar, A es la absorbancia, € corresponde a la absorbancia
molar o coeficiente de extincion molar (constante fisica para
especies moleculares en un solvente a una determinada longitud
de onda, se pueden utilizar los valores de absorbancia molar
para pigmentos purificados tomados de la literatura), L es la
longitud de recorrido en cm. La concentraciéon en mg/L puede
ser determinada multiplicando por el peso molecular (PM) del
pigmento y por el factor de dilucién (FD). Para el cédlculo del
contenido de antocianinas se utiliza el peso molecular y la
absorbancia molar del pigmento antociano presente en mayor
proporcidn, en este caso es la cianidina (PM 449.2 y € 26900).

Por lo anterior la concentracién de antocianinas monoméricas
se obtuvo con la siguiente ecuacion:

Antocianinas monoméricas (mg/L) = (A)(PM)(FD)(1000)/e(1)
La absorbancia (A) se calculd de la forma siguiente:
A= (Aypax— A700)pH=1A0 - (Agmax — A700)pH=4A5

La concentracion de antocianinas totales se obtuvo de la
siguiente ecuacion:

Antocianinas totales (mg/L)= A'(PM)(FD)(1000)/e(1)

La absorbancia (A') se calculé como se indica a continuacién:
LR
A _(A)\max - A7OO)pH=l 0

Cuantificacion de fenoles y flavonoides

Para la cuantificacion de fenoles se utilizé una modificacion del
método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. EIl reactivo
Folin-Ciocalteu estd formado por una mezcla de 4cidos
fosfotingstico y fosfomolibdico que se reducen en presencia de
fenoles y forman 6xidos azules de tungsteno y molibdeno.?! 2
La solucién estdndar fue dcido gélico en una concentracion de
400 ppm en metanol y agua destilada 1:1, se prepararon
diluciones por triplicado del extracto metandlico y del estandar,
de cada una de estas diluciones y del blanco se depositaron 250
#L en un tubo de ensaye, se agregaron 500 pL de reactivo de
Folin-Ciocalteu recién preparado (dilucion 1:10), se mezclaron
y se dejaron reposar 5 min, se agregaron 500 yL de solucién de
carbonato de sodio (7%), se mezclaron y se dejaron reposar 90
min a 23°C en oscuridad. Posteriormente, se realizé la lectura
de la absorbancia a 750 nm. El resultado se expresé como mg de
equivalentes de dcido galico (GAE) por gramo de fruto seco.

La cuantificacion de flavonoides se hizo de acuerdo al ensayo
colorimétrico del cloruro de aluminio??, con algunas
modificaciones. Se utiliz6 como estdndar una solucién de
catequina de 400 ppm disuelta en metanol y agua 1:1. Se
prepararon diluciones por triplicado del extracto metandlico y
del estdndar, de cada una de estas diluciones y del blanco se
depositd en tubos de ensaye 150 pL. Se agregaron 40 uL de
solucién de NaNO, (5%), se homogeneiz6 y se dejo reposar 5
min, se adicionaron 40 uL de solucién de AICl;(10%), se
mezcld y se dejé reposar 1 min, se agregaron 250 pL de
solucién de NaOH (1M) y por tltimo se adicionaron 750 uL de
agua destilada, se mezcld y se realizé le lectura de absorbancia
a 510 nm. El resultado se expresé como mg de equivalentes de
catequina (CE) por gramo de fruto seco.

Actividad antirradical (DPPH)

Para la determinacion de la actividad antirradical se utilizé una
modificacion del método 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH).2*
Este método evalda la actividad de las sustancias frente a una
solucién alcohdlica de DPPH de color violeta intenso, cuya
intensidad disminuye de acuerdo a la cantidad de sustancias que
contenga la muestra con capacidad de neutralizar a este radical
libre. La solucién de DPPH que se utiliz6 fue 0.1 mM en etanol,
se preparé inmediatamente antes de ser utilizada y se protegio
de la luz para evitar su degradacién. Como estandar se utilizd
solucién de vitamina C (1 mg en 1 mL de metanol) protegida de
la luz, se prepararon diluciones del estdndar y del extracto
metandlico.

Se adiciond a cada tubo de ensaye 750 L de soluciéon de DPPH
y 250 pL de cada una de las disoluciones de vitamina C 6 del
extracto. La solucién resultante se agitd y se protegio de la luz,
se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 min, se realizé la
lectura de la absorbancia a 517 nm, se utilizé etanol para ajustar
a cero la lectura en el equipo. La actividad de eliminacién del



radical se reporté como ECs, (concentracion efectiva media
necesaria para reducir el 50% del radical DPPH).

Analisis estadistico

Se realizé el andlisis de regresidn lineal y se determiné el
coeficiente de correlacion para la cuantificacién de fenoles,
flavonoides, antocianinas y DPPH. Se reportan los valores
medios + SD de cuatro réplicas.

Resultados y discusién

Pruebas preliminares

Las pruebas de identificaciéon coloridas para fenoles y
flavonoides que se realizaron al extracto fueron positivas. El
andlisis ultravioleta visible del extracto mostr6 una banda de
absorcién méaxima entre 200 y 300 nm, que corresponde a la
banda benzoil o banda II caracteristica para el anillo aromdtico
A de flavonoides, y otra banda a 515 nm que es la banda I o
banda cinamoil y corresponde al anillo aromdtico B de la
estructura flavonoide (Figura 1). El desplazamiento de esta
dltima banda a longitud de onda mayor a 500 nm es
caracteristica para flavonoides del grupo de las
antocianinas,?>-? comprobandose asi la presencia en la muestra
de antocianinas ademds de otras sustancias fenélicas.

Identificacion y cuantificacién de antocianinas por HPLC
En el extracto metandlico de R. adenotrichus se identificé la
antocianina cianidina-3-glucésido por comparacion del tiempo
de retencion del estdndar con el pico que presenta la muestra, el
ty fue 60.6 min. Esta antocianina se ha encontrado en R.
adenotrichus y en R. glaucus,'? en R. lanciniatus, R. idaeus, R.
ursinus x R. idaeus®’ y en varias especies de Rubus silvestres.!
Para la cuantificacion se hicieron diluciones del estindar y se
construy6 la curva de calibracién por HPLC, el coeficiente de
correlacion fue 0.9967. El contenido de antocianinas para esta
muestra de R. adenotrichus fue 11.5 mg/g de fruto seco. Se ha
reportado un contenido de 680 mg de cianidina-3-glucésido en
100 g de materia seca de R. adenotrichus,'? es decir 6.8 mg/g.
El contenido que se obtuvo (11.5 mg/g) es 1.7 veces el
reportado para la misma especie de Centroamérica!? y alrededor
de 6.5 veces el reportado para R. idaeus?® R. adenotrichus
presenta un contenido mayor de cianidina-3-glucésido que de
las otras antocianinas,'? el aglicén cianidina muestra una
elevada actividad antioxidante en comparacion con la delfinina,
malvidina, peonidina y petunidina,?® caracteristica que le
proporciona al fruto de R. adenotrichus propiedades
antioxidantes superiores.

Contenido de antocianinas pH diferencial

Las antocianinas también se cuantificaron por el método de pH
diferencial, para ello se midi6 la absorbancia de la muestra
diluida (1:10) con soluciones buffer, el resultado fue 12.3 mg de
antocianinas/g de fruto seco. Se ha reportado el contenido de
antocianinas para 5 especies del género Rubus determinado por
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el mismo método,?” 4 de estas especies presentaron valores que
van de 5.69 a 11.92 mg/g de materia seca y solo R. occidentalis
presentd un mayor contenido de antocianinas (34.65 mg/g) que
el encontrado en este estudio para R. adenotrichus (12.3 mg/g).

Cuantificacion de fenoles y flavonoides

El contenido de fenoles fue de 29.23+1.4 mg equivalentes de
dcido gdlico (GAE)/g de fruto seco. Se ha reportado un
contenido de 42.5 mg/g de fenoles para la misma especie
colectada en Costa Rica.!2 Los valores reportados?’ para cinco
especies de este género varfan en un rango de 30.94 mg/g a
57.65 mg/g. El contenido de fenoles de la muestra estudiada
(29.23 mg/g) es menor que los mencionados anteriormente pero
es muy aproximado al contenido reportado para Rubus
lanciniatus (30.94 mg/g).?” Aunque el contenido de sustancias
fendlicas es un indicativo de la actividad antioxidante de una
muestra es muy importante analizar el contenido de algunos
tipos de fenoles con actividad antioxidante elevada como es el
caso de los flavonoides y especificamente de las antocianinas.

El contenido de flavonoides fue 5.26+0.25 mg equivalentes de
catequina (CE)/g de fruto seco, la literatura normalmente solo
reporta el contenido de fenoles y de antocianinas para frutos del
género Rubus pero no se reporta el contenido del total de
flavonoides por lo cual no fue posible comparar con los
presentes resultados.

DPPH

La concentracién del extracto de R. adenotrichus que neutralizé
€l 50% de los radicales libres DPPH (CEy,) fue 148 ug/mL, se
utilizé como estdndar vitamina C y la CEy, fue 18.7 yg/mL. La
vitamina C es una sustancia pura con actividad antioxidante
muy alta. Los frutos del género Rubus presentan una actividad
neutralizadora de los radicales libres elevada,2’:!213 en los
cuales se evaludé esta actividad por un método diferente
(Capacidad de Absorbancia del Radical Oxigeno, ORAC),
prueba estandarizada y empleada por el Departamento Federal
de Agricultura de Norteamérica para medir el potencial
antioxidante de alimentos.

Conclusiones

Los frutos que producen las plantas del género Rubus son fuente
de metabolitos con actividad antioxidante, este estudio
contribuye al conocimiento cientifico de los frutos silvestres de
nuestro pais al obtener informacion del contenido de estos
metabolitos de trascendencia en el drea alimenticia y de salud
para el hombre. Los resultados obtenidos muestran que los
frutos de R. adenotrichus (zarzamora) contienen compuestos
fendlicos (29.23+1.4 mg GAE/g de fruto seco) con capacidad
de neutralizar radicales libres (CE5, fue 148 pg/mL); aunado al
alto contenido de antocianinas (11.5 - 12.3 mg/g de fruto seco)
comparado con reportes del mismo género. R. adenotrichus
contiene metabolitos con un valor potencial para el desarrollo
de nutracéuticos y medicamentos; ademds, se recomienda su
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Figura 1. Espectro ultravioleta-visible de extracto metandlico de R. adenotrichus.
Se observa la banda de absorcién a 515 nm caracteristica para antocianinas.
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