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1. INTRODUCCION

La demanda de informacion sobre el contenidode nutracéuticos en frutas se ha
incrementado, pues es sabido que existe una relacion directa entre su ingesta y beneficios
en la salud (Paredes-Lopez y col., 2010; Lila, 2007).Esto es atribuible a sus compuestos
fitoquimicos como vitaminas, carotenoides y polifenoles,que tienen actividad biologicay
pueden ayudar a disminuir la probabilidad de desarrollar enfermedades crénicas como
afecciones cardiacas, problemas oncoldgicos, inflamatorios (Stevenson y Hurst, 2007) y de
diabetes (Kellog y col., 2010) entre otros. Entre los compuestos bioactivos destacan los
polifenoles gracias a sus propiedades antioxidantes. Los polifenoles pueden clasificarse en
flavonoides, &cidos fenodlicos, taninos, estilbenos y lignanos (Ignat y col., 2011). Las
antocianinas son flavonoides responsables de la coloracién de muchas flores y frutos,
sobresalen por su amplia gama de colores, su actividad antioxidante y la gran cantidad de
diferentes moleculas que se han reportado de estas.

México es un pais con gran biodiversidad y cuenta con especies vegetales cuyo analisis de
compuestos nutracedticos es importante para caracterizarlos y poder promover la
introduccion de nuevas fuentes de frutos con compuestos antioxidantes, resaltar sus
propiedades para incrementar su aceptacion en el mercado y aprovechar sus compuestos
fitoquimicos para potenciar el valor de productos alimenticios elaborados con estos. Son
particularmente interesantes los frutos silvestres, ya que tienen altos niveles de compuestos
fenolicos (Cuevas-Rodriguez y col., 2010) y contienen la informacion genética esencial
para el desarrollo de cultivares de caracteristicas nutracéuticas importantes. En el estado de
Michocén, se cuenta con especies vegetales tanto silvestres como cultivadas, con
cualidadesnutraceuticas, su analisis es importante para tener la informacion que permita
evaluar su potencial como una fuente de alimento rica en compuestos bioactivos, por ello,
en el presente trabajo se reporta la caracterizacion de antocianinas, una fraccion de los
polifenoles y la actividad antioxidante de frutos silvestres de Rubus spp.yStyrax ramirezii,
asi como de dos variedades no comercialesde Vacciniumcolectados en el estado de

Michoacan.



2. MARCO TEORICO

2.1. Frutos

Fruto es el 6rgano procedente de la florque contiene las semillas. En las angiospermas, el o
los carpelos se transforman en el pericarpio y los évulos en las semillas.El pericarpio consta
de: Epicarpio, que es la parte externa, pudiendo ser lisa como en el tomate, cerosa como en
las uvas, glandulosa como en los citricos, o pubescente como en el durazno; Mesocarpio, el
cual se desarrolla a partir del meséfilo y genera carbohidratos, pigmentos, vitaminas, y
fibras;Endocarpio, que es la parte interna que rodea las semillas. Los frutos pueden ser
clasificados como simples, agregados, multiples y/o accesorios. Los frutos simples
provienen de flores con un solo carpelo o varios carpelos unidos entre si, por ejemplo el
tomate (Solanum lycopersicum). Los frutos agregados provienen de flores con gineceos
formados por varios carpelos que se hallan libres como en las zarzamoras (Rubus spp.) o las
fresas (Fragaria spp.). El fruto multiple proviene de una inflorescencia como en el caso de
las moras (Morus spp.). Si cualquiera de los frutos anteriormente descritos tiene tejido
extracarpelarse conocen como frutos accesorios por ejemplo la manzana (Malus spp.).De
acuerdo con las caracteristicas del fruto, estos pueden ser considerados como frutos secos o
carnosos, los frutos carnosos a su vez se dividen de acuerdo a su origen en, bayas,
balaustas, conocarpos, drupas, hesperidios, nuculanios, pepoénides, pomos,seudobayas,
siconos y sorosis, ejemplos de cada uno de estos puede encontrarse en el Cuadro 1.

Los frutos facilitan la dispersion de la semilla gracias al atractivo que presentan para los
frugivoros que se alimentan con ellos.Se piensa que existe una estrecha relacionentre las
caracteristicas de frugivoros y frutos, producto de una coevolucion, esta relacion puede ser
el origen del desarrollo de pigmentos en los frutos puesto que en un momento donde la
competencia por la reproduccion es fuerte, hay una ventaja para el individuo que sobresalga

para ser seleccionado.

Cuadro 1 Tipos de frutos de acuerdo a su morfologia y origen.



Tipo de fruto

Descripcion

Ejemplos

Bayas Fruto carnoso, derivado deovario sipero con el Uva (Vitis vinifera)
epicarpio delgado y el mesocarpio y endocarpio
jugosos
Balaustas Fruto carnoso, de ovario infero, pluriseminado con Granada (Punica  granatum),
las semillas con episperma jugoso Maracuy (Passiflora edulis),
Conocarpos Fruto carnoso, formadopor varios aquenios Zarzamora (Rubus spp.), Fresa
derivados cadauno de un carpelo dispuestos sobre .
) L (Fragaria spp.)
unreceptaculo cénico carnoso
Drupas Fruto carnoso, derivado de ovariosipero, Durazno (Prunus persica)
unicarpelar, uniseminado con elendocarpio Gseo
(carozo), el mesocarpio carnoso y el epicarpio
delgado
Hesperidios Fruto carnoso, derivado de unovario supero, Naranjo (Citrus sinensis)
pluricarpelar, pluriseminadocon el epicarpio
glanduloso, el mesocarpio corchoso vy el
endocarpio con pelosglandulares jugosos
Nuculanios Fruto carnoso, derivado de un ovario infero, Tejocote (Crataegus spp.)
pluricarpelar, pluriseminado,cada semilla
encerrada por un carozo
Peponides Fruto carnoso, derivado de ovarioinfero, Calabaza (cucurbita spp.), Mel6n
pIurlcgr_peIar, plurlsemmaqo con_el receptaculo (Cucumis melo), Sandia (Citrullus
esclerificado llamado clamidocarpio generalmente
grande unilocular, con placentas carnosas lanatus)
Pomos Fruto carnoso, derivado de ovarioinfero, Manzana (Malus spp.), Pera
pluricarpelar, pluriseminadoconendocarpio
) (Pyrus spp.)
membranoso, y rodeado por el receptadculo muy
desarrollado que constituye la mayor parte
comestible
Seudobayas Es una baya derivada deovario infero Platano (Musa paradisiaca),
Guayaba (Psidium guajava), Tuna
(Opuntia spp.)
Siconos Fruto compuesto, carnoso, con lasflores Higo (Ficus carica)
unisexuales dispuestas dentro de unreceptaculo
acopado con un poro en el extremo. Las flores
femeninas originanaquenios que quedan envueltos
por elreceptaculo
Sorosis Fruto compuesto, carnoso, generalmente formado Moras (Morus spp.), Pifia (Anana

por pequefias drupas ubicadas sobre un receptaculo
convexo, comin

comosus)

2.1.1 Importancia comercialy econémica de los frutos en México.

México es un pais con importante produccion de diversos frutos como aguacate, papaya,
limén, sandia, fresa y mango entre otros. Hasta abril de 2013, el sector agropecuario
empleé formalmente a 494 419 personas (INEGI, 2013), y un total de 22.1 millones de
hectareas fueron dedicadas a la produccion de cultivos,lograndose un valor de la



produccién de 354.6 miles de millones de pesos (SAGARPA-SIAP, 2013). Aun cuando en
el mercado nacional se consume alrededor del 75% de la produccion total de frutas y
hortalizas, hasta 2009 Meéxico era el principal pais exportador de frutas y hortalizas de
América Latina (Macias, 2010).De acuerdo con Ayala y col. (2011) la fruticultura en el
pais es una de las pocas actividadesdel sector rural con balanza comercial positiva, ya que
se exportaron 4.5 veces mas frutos que los importados desde 1961 hasta 2006. Deenero de
2012 a marzo de 2013, se exportaron frutales a 59 paises por un monto de
aproximadamente 4 713 millones de ddlares(SAGARPA-SICAGRO, 2013), lo que
representa cerca del 1% del valor de las exportaciones totales de México para el mismo
periodo (INEGI, 2013). No obstante el desempefio del pais en exportacion de frutas, la
competitividad del sector presenta diversos fendmenos que inciden en la economia, tales
como la concentracion del manejo de la produccion en pocos grandes productores, la pobre
diversidad de cultivosproducidos a nivel competitivo para la exportacion, la explotacion
irracional de recursos naturales y cambio de uso de suelo (Macias, 2010), factores que son
oportunidades para equilibrar y fortalecer el panorama productivo con la introduccion de
nuevos cultivos o la mejora de especies originarias del pais que permitan ofrecer frutos con
un valor agregado como fuentes importantes de antioxidantes. En lo referente a la
industrializacion de frutas, el INEGI (2011) a través de sus series estadisticas sectoriales
report6 una cantidad de 1153 unidades econdémicas dedicadas a la conservacion de frutas,
verduras y alimentos preparados con un total de 51682 personas ocupadas, generando un
valor de la produccion de casi 53 mil millones de pesos.El valor comercial de frutales en
México, la cantidad de paises a los que se exporta y las posibilidades de desarrollo de
nuevos frutales, muestran un importante potencial para el desarrollo econémico,cientifico y

tecnoldgico del pais a través del conocimiento de las especies y sus fitoquimicos.

2.1.2 Importancia de los frutos en la alimentacion y la salud.

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, las frutas y verduras son parte
esencial de la dieta diaria y se aconsejasu consumo en cantidades de 400 gramos por dia
(excluyendo papas y tubérculos feculentos), para contribuir a la prevencion de

enfermedades vasculares y/o cronico-degenerativas, ademas recomienda a los paises, queal



implementar politicas y directrices dietéticas nacionales, consideren un aumento en el
consumo de frutas y verduras(OMS, 2013).Los frutos son ricos en nutrientes como
carbohidratos, lipidos y minerales, contienen ademas fibras y compuestos bioactivos que
ayudan a regular y proteger las funciones celulares colaborando a mantener un adecuado
estado de salud. Estudios de la relacion entre el consumo de frutas y la salud, han reportado
una correlacién inversa entre el consumo de frutas y los niveles de incidencia de cancer
(\Vainio et al., 2006), afecciones cardiacas (Dauchet y col., 2009), diabetes (Kurotani y col.,
2013), problemas de osteoporosis (Hamidi et al., 2011), problemas oculares y de la vista
(Abdel-Aal y col.2013), desarrollo de la enfermedad de Parkinson (Gao y col., 2012) y en
combinacidn con el ejercicio y una dieta adecuada, previenen contra la obesidad (Alinia y
col., 2009).

2.2 Frutillas

Frutilla es el término utilizado para designar los frutos de diferentes especies que
comparten como caracteristicas distintivas su tamafio y colorido, incluyen diferentes
especies de los géneros Rubus, Vaccinium, Fragaria, Prunus, Viburnum, Ribes, Empetrum,
Sambucus, Sorbus, Hippophae y recientemente se han considerado también algunas
especies de Punica, Lycium, Garcinia, Euterpe y Aristotelia(Seeram, 2008). Las frutillas
han cobrado especial importancia debido a sus compuestos nutracéuticos, particularmente
sus polifenoles (Paredes-Lépez y col., 2010) cuya actividad bioldgica incide positivamente
en la salud humana(Cuadro 2).Estudios sobre frutos silvestres de diversas partes del mundo
buscan caracterizar sus compuestos fitoquimicos para identificar fuentes potenciales de
nuevas frutillas con atractivo comercial. Histéricamente, México ha aportado al mundo
diversos vegetales comestibles como el cacao, maiz, tomate, algunas especies de chile, y
tiene la posibilidad de desarrollar nuevos materiales gracias a su riqueza en la diversidad de

especies vegetales.

Cuadro 2. Ejemplos de frutillas y susprincipales compuestos fenélicos con efecto en la salud



Nombre cientifico Nombre comun Compuestos polifendlicos  Ref.
Aristotelia Chilensis Maqui (Maquiberry) Antocianinas y proantocianidinas a
Aronia melanocarpa Aronia (Chokeberry) Proantocianinas, antocianinas, b

acidos fendlicos
Empetrum nigrum Bayas de cuervo (Crowberry) Antocianinas, flavonoles c
Euterpe oleracea Asai (Acaiberry) Antocianinas y proantocianidinas d

Fragaria ananassa

Fresa (Strawberry)

Antocianinas, taninos hidrolizables,

acidos fenolicos y catequina
Antocianinas,  proantocianidinas, f
xantonas y acidos fendlicos

Acidos fendlicos y flavonoles g
Antocianinas,  proantocianidinas, h
elagitaninos,

Antocianinas,  proantocianidinas, e
acidos fendlicos y elagitaninos
Antocianinas, flavonoles y &cidos i
fendlicos

Antocianinas, j,k
proantocianidinas,flavonoles y
acidos fendlicos

Antocianinas, proantocianidinas y I,m
flavonoles

Garcinia mangostana Mangonstino (Mangosteen)

Ribes uva crispa
Rubus adenotrichos

Grosella espinosa (Gooseberry)
Zarzamora (Blackberry)

Rubus idaeus Frambuesa roja (Raspberry)
Sambucus nigra Moras de sauco (Elderberry)

Vaccinium corymbosum  Mora azul (Blueberry)

Vaccinium macrocarpon  Arandanos rojos(Cranberry)

a). Schreckinger y col., 2012. b). Oszmianski y col., 2005. c). Hakkinen y col., 1999. d).Schauss y col.,
2006. e). Maatta-Riihinen y col., 2004. f). Zadernowsky y col., 2009. g). Da Silva y col. 2010. h). Cuevas-
Rodriguez y col., 2010. i). Lee y col., 2007. j). Gavrilova y col. 2011. k). Yousef y col., 2013. ). Neto y
col., 2006. m). Viskelis y col., 2009.

2.2.1Mamuyo

El género Styrax comprende unas 130 especies de arboles y arbustos ampliamente
distribuidos en Asia, América y el Mediterraneo (Fritsch, 1999), algunas especies se usan
como ornamentales y otras tienen usos medicinales.Extractos de plantas de diversas
especies de Styrax son usados para tratamiento de afecciones estomacales, fiebre (Moraes y
col., 2011)y problemas inflamatorios (Mendoca y col., 2000);tinturas de la resina se usan
en vaporizaciones para el tratamiento de bronquitis y asma (Pauletti y col., 2006).Los
compuestos identificados en diversas plantas de Styrax son principalmente terpenoides
(Mendocay col., 2000; Yoshikama y col., 2000; Pauletti y col., 2006; Park y col., 2009),
acidos grasos (Breuer, 1987) y saponinas (Yoshikama y col., 2000; Parky col., 2009).

El mamuyo (Styrax ramirezii. Greenm) es una especie endemica de México (Fritsch, 1997),
el arbol de entre 5 a 15 m de altura, crece en los bosques centrooccidentales del pais y
produce drupas comestibles de forma elipsoide (8-13 mm de longitud y 4-9 mm de

diametro), florece de marzo a julioy se le ha visto con fruto de octubre a marzo (Carranza,



1993), cuando los frutos estdn maduros, desarrollan un color morado indicativo del
contenido de pigmentos antocianicos (Figura 1).Se reporta su presencia en los estados de
Sinaloa, Durango, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, México, Morelos, Guerrero,
Oaxaca y Chiapas (Gonzalez-Espinoza y col., 2011). Recibe los nombres comunes de
azajar (Jalisco), escaramuza (Jalisco), mamullo (Jalisco), mamuyo (Jalisco y Michoacan),
palo de casa (Jalisco), duraznillo (Michoacén), garrapata (Michoacan), jaboncillo colorado
(Michoacan), tepamu (Lengua purépecha, Michoacdn), Kuat’anu (Lengua purépecha,
Michoacan), chilacate (Morelos), memelita (Estado de México) (Carranza, 1993; Fritzch,
1997).

Figural.Diferentes aspectos fisicos del mamuyo. A) y B) Arbol de S. ramirezii. C) Inflorescencia del

mamuyo. D) Frutos en diferentes estados de madurez. E) Corte trasversal del fruto.

Sobre sus usos se sabe muy poco, en algunos lugares la madera es usada para hacer postes
(Carranza, 1993) y los frutos son consumidos en fresco, hasta el momentono se tiene
conocimientode reportes sobrepropiedades fisicoquimicas y/o funcionales del fruto o la
planta. Las publicaciones acerca de la especie hechas por Carranza (1993) y por Fritzch
(1997), no hacen referencia a que la especie se encontrase en riesgo, ymencionanuna alta
frecuencia delaespecie en las zonas de estudio, sin embargo, Gonzalez-Espinoza (2011)
incluye a Styrax ramirezii en una lista de especies amenazadas del bosque nuboso

mexicano.



2.2.2Arandano

El arandano o mora azul (Blueberry) pertenece al género Vaccinium, de la familia
Ericaceae, el género se encuentra en regiones montafiosas de la mayoria de los continentes
excepto Australia y la mayor parte de Africa y cuenta con entre 450 a 500 especies. En
América se tiene conocimiento de cerca de 90 especies que incluyen las importantes
especies comerciales de mora azul (V. corymbosum) y arandano rojo (V. macrocarpon)
(Pedraza-Pefialosa y col., 2011). Las moras azules son ricas en compuestos polifendlicos,
principalmente antocianinas, aungque también contienen proantocianidinas, acidos fendlicos,
flavonoles y estilbenos, el Cuadro 3 muestra los principales polifenoles identificados en 13

genotipos de moras azules.

Cuadro 3. Principales polifenoles identificados en 13 genotipos de moras azules.

Antocianinas

Delfinidina 3-O-galactésida
Delfinidina 3-O-arabinésida
Petunidina 3-O-galactosida
Petunidina 3-O-arabindsida
Malvidina 3-O-arabindésida

Malvidina 3-O-(6"-acetil)-
galactésida

Delfinidina 3-O-glucdésida
Cianidina 3-O-glucosida
Petunidina 3-O-glucésida
Malvidina 3-O-galactésida
Delfinidina 3-O-(6"-acetil)-
glucosida

Petunidina 3-O-(6"-acetil)-
glucosida

Cianidina 3-O-galactosida
Cianidina 3-O-arabindsida
Peonidina 3-O-galactésida
Malvidina 3-O-glucésida
Cianidina 3-O-(6"-acetil)-
glucosida

Malvidina 3-O-(6"-acetil)-
glucosida

Acidos fenélicos

Acido clorogénico
Acido fertlico

Cafeoil hexosa

Acido caféico
Acido malonil cafeoilquinico

Feruloil hexosa

Acido p-cumérico

Acido malonil dicafeoilquinico

Flavonoles

Quercetina 3-O-Glucosida

Quercetina-3-Arabinosida

Rutinina

Sirengetina-3-Glucdsida

Laricitrina-3-Glucosida

Catequina

Proantocianidinas

Dimero B

Las variedades analizadas fueron Arlen, Bluecrop, Duke, Legacy, Lenoir, O’Neal, Pamlico, Sampson y
Toro, asi como una seleccién de cuatro variedades (NC 4385, NC4900, SHF2B-1 21:3, y SHF2B-1
25:41) generadas en el programa de desarrollo de plantas de mora azul de la Universidad Estatal de
Carolina del Norte. Adaptado de Gavrilova y col., 2011 y Yousef y col., 2013.

En diversas investigaciones se ha evaluado la actividad biologica de las moras azules y sus

compuestos nutracéuticos, los resultados sustentan el hecho de que el consumo de moras
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azules ayuda a fortalecer el sistema inmune (Yu-Ping y col., 2010), reducir la probabilidad
de desarrollar enfermedades cronico degenerativas como diabetes (Kellog y col., 2010),
Alzheimer (Joseph y col., 2003), cancer (Schmidt y col., 2006) y enfermedades cardiacas
(Del Bo vy col., 2012), asi como proteger el organismo de infecciones del tracto urinario
(Howell, 2007).

En lo econémico el comercio del ardandano presenta un importante dinamismo, en un
informe realizado por Bascopé (2013), se menciona que México se perfila como un actor
relevante en el mercado mundial de arandano y que el cultivo de ardndano en Meéxico es el
cultivo de mayor rentabilidad hortofruticola.Por su parte la FAO reporta que la produccién
de arandanos en México en 2011 fue de 6 704 toneladas, lo que le valio ser el cuarto
productor mundial produciendo el 2% del total mundial (FAOSTAT, 2011), sin embargo,
estuvo muy por debajo de los dos principales productores Estados Unidos de Norte
América y Canada (Figura 2).

Resto de paises
7%

Alemania
México 2%
2%

Figura 2 Porcentaje de la produccion mundial de ardndanos que generaron los cinco principales
productores http://faostat.fao.org/ (2011).

En 2012 la produccion de arandanos en México tuvo un valor de aproximadamente 319
millones de pesos, sin embargo historicamente el precio del producto mexicano esta por
debajo del alcanzado por principal productor mundial (Figura 3).EI cultivo de arandano en
México ha tenido un importante crecimiento, no obstante, es notorio el caso de algunos
paises como el de Polonia y Lituania que sufrieron un drastico descenso de su produccion
(el comportamiento de la produccion en estos paises puede verse en la Figura 4.), lo que
puede ser indicativo de un manejo del mercado por parte de los dos principales paises
productores, ya que el 87 % de la produccion mundial esta concentrada en ellos ademas de
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tener un intenso comercio de la fruta entre ambos, en 2011Canada, siendo el segundo
productor de la frutilla con una produccién de 112 363 Ton, importé de Estados Unidos,
una cantidad de aproximadamente 46 704.64 Ton equivalente a casi un 40 % de su
produccion, por su parte, Estados Unidos que produjo 196 905 Ton el mismo afio, import6
29 289.82 Ton de ardndanos de Canada, representando un equivalente de 14.88 % de su

produccion (USDA, 2013) .
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Figura 3.Comparativo del comportamiento de los precios de blueberry entre México y los principales
productores mundiales.http://faostat.fao.org/ (2011)

El procesamiento de arandano en México es practicamente nulo debido a que la produccion

se destina casi completamente a la exportacion en fresco o congelado (Bascopé, 2013).

2.2.3 Zarzamora

Las zarzamoras pertenecen a la familia de las Rosaceas, género Rubus, que incluye ademas
a las frambuesas rojas, negras y sus hibridos. Se menciona la existencia de entre 250 a 700
especies distribuidas principalmente en las areas de clima templado y frio del hemisferio
norte, aunque también se les encuentra en zonas montafiosas intertropicales, en México,
entrelos estados de Michoacan, Guanajuato, Querétaro y San Luis Potosi, se reporta la
existencia de las especies silvestres R. glaucus(Cuevas-Rodriguez y col., 2010), R.
adenotrichos, R. cymosus, R. humistratus, R. eriocarpus, R. coriifolius, R. macvaughianus,
R. philyrophyllus, R. pumilus, R. sapidus (Rzedowski y Calderén, 2005).Se tienen
evidencias del consumo de frutos de Rubus como parte de la dieta humana, que data de
entre los afios 5600 a 4000 A.C. (Kubiak-Martens, 1999). Tradicionalmente los frutos de
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zarzamora en México se consumen ademas de en fresco, en diversos platillos que incluyen

tamales, atole, bebidas y dulces (Bello-Gonzalez, 2006).

35,000

30,000 -

25,000 -+

20,000 - W Mexico

M Polonia

15,000 -
M Lituania

10,000 -+

5,000 -

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Figura 4. Comportamiento de la produccién de arandano en México y otros paiseshttp://faostat.fao.org/
(2011).

Comunidades indigenas incluyen los frutos, flores, hojas y raices en la herbolaria
tradicional para el alivio de diarrea, inflamacion y dolor de oido (Biblioteca Digital de la
Medicina Tradicional Mexicana, 2009).Actualmente los frutos de zarzamora son utilizados
también como materia prima de algunos alimentos procesados debido a su sabor,
propiedades nutricionales y el aporte benéfico a la salud de sus compuestos nutracéuticos.
Los frutos de zarzamora son una rica fuente de polifenoles, principalmente antocianinas y
taninos hidrolizables,conteniendo ademas flavonoles, flavan-3-oles y é&cidos fendlicos
(Cuadro 4). La actividad bioldgica de los compuestos nutracéuticos de las zarzamoras, ha
sido intensamente estudiada, encontrandose que el consumo de sus frutos tiene efectos
sobre la salud de los consumidores ayudando a prevenir el desarrollo de enfermedades
cronico degenerativas como diabetes (Johnson y col., 2013), cancer(Seeram, 2006)
yalzhéimer(Tavaresy col. 2012).

En el rubro econémico, la produccion de zarzamora en México durante el 2012 fue de una
magnitud de 139 000 Ton representando un valor de la produccion de casi 3 900 millones

de pesos (SIAP-SAGARPA, 2013), que comparado con otros cultivos de frutillas
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comerciales como fresa, frambuesa y ardndano se ubica en segundo lugar nacional (Figura
5).

No obstante que el valor de la produccion de fresa y zarzamora son similares, el
rendimiento de la produccion de zarzamora comparado contra con el obtenido por la fresa,
es muy bajo, ya que la fresa alcanza casi 42 Ton/Ha mientras que la zarzamora
aproximadamente 12 Ton/Ha lo cual representa una oportunidad para el desarrollo de

nuevas variedades mas productivas

Cuadro 4. Principales polifenoles identificados en zarzamoras comunes en México.

Antocianinas

Especie 1 2 3 4 5 6 7 8 Referencia
Rubus adenotrichos  x  x  x X Acosta-Montoya y col., 2010
Cuevas-Rodriguez y col., 2010
Rubus coriifolius X X X X Cuevas-Rodriguez y col., 2010
Rubus g|aucus X X X X X X Cuevas-Rodriguez y col.,2010,

Estupinany col., 2011;
Garzony col., 2009

Rubus sp. var. Tupy X X X X Cuevas-Rodriguez y col., 2010

Polifenoles diferentes a antocianinas

9 10 11 12 13 14 15 16 Referencia

Rubus adenotrichos X X X X X X X x  Cuevas-Rodriguez y col., 2010
Mertz ycol., 2007

Rubus corifolius X x_ Cuevas-Rodriguez y col., 2010
Rubus glaucus X X X X X X Vascoy col., 2009
Rubus sp. var. Tupy X ¥ Cuevas-Rodriguez y col., 2010

1. Cianidina-3-O-glucoésida. 2. Cianidina-3-O-rutinosida. 3. Cianidina-3-O-arabinésida. 4. Cianidina-3-
O-(6-malonil)glucésida. 5. Cianidina-3-O-sambubiésida. 6. Pelargonidina-3-O-rutinésida. 7. Cianidina-
3-O-xilosilrutindsida. 8. Pelargonidina-3-O-glucésida. 9. Acido elagico. 10. Acido galico. 11. Acido
caféico. 12. Acido ferdlico. 13. Glicdsidos de quercitina. 14. Glicosidos de kampferol. 15. Lambertianina
C. 16. Sanguiina H-6.

En el plano internacional, México juega un importante papel como exportador de
zarzamora, aportando cerca de un 7% de la produccion mundial, exportando principalmente
a EUA donde el fruto alcanza un precio favorable debido a que los meses de produccion

que coinciden con el tiempo de escases en el mencionado pais.
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Figura 5. Tabla comparativa del valor econémico de las principales frutillas producidas en Méxicode
manera comercial durante 2012. Fuente SAGARPA-SIAP, 2013

2.3 Polifenoles

El término “Polifenol”, fue utilizado a principios de los afios 1920°s y se difundié

ampliamente desde los 1990°s,actualmente es usado como sinénimo de fendlico. De

acuerdo con Quideau y col. (2011),los polifenoles son metabolitos secundarios de las

plantas, derivados exclusivamente de las rutas metabdlicas del shikimato o &cido shikimico
[acido (3R,4S,5R)-3,4,5-trihidroxi-1-ciclohexen-1-carboxilico)] (Figura 6), de los fenil
propanoides y/o de los policétidos, presentando mas de un anillo fendlico y que carezca de

grupos funcionales nitrogenados en su estructura méas basica.

O~_OH

HO™

A)

OH

Q-
I

Fosfoenol piruvato
Ruta metabdlica l <::'
del shikimato
Fenilalanina
|
Cinamato Esteres de
l || dcidos
Metabolismo de Organicos
fenil propanoides 4-Cumarato
Acidos
™" benzoicos

Figura 6. Ruta metabdlica para produccion de polifenoles. A)Estructura del &cido shikimico. B) Ruta
metabolica del acido shikimico (Ryan y Robards, 1998)
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Los polifenoles forman uno de los grupos mas numeroso de compuestos de las plantas,
estanpresentes en practicamente todos los vegetales y son parte integral de la dieta humana
y animal (Bravo, 1998). Se conocen mas de 8000 estructuras fendlicas (Tsao, 2010), desde
fenoles muy simples hasta compuestos altamente polimerizados con pesos moleculares
mayores a30 000 Da (Bravo, 1998). Los polifenoles son muy reactivosy buenos sustratos
de varias enzimas incluyendo las polifenol-oxidasas, peroxidasas, glicosidasas y esterasas
(Cheynier, 2005). Frutas y bebidas como té vy vino tinto, son las principales fuentes de
polifenoles de la dieta humana (Manach y col., 2004), aunque también se ingieren cuando
se consumen otros organos de plantas comestibles como ciertas flores, hojas, tallos,
semillas y raices. Lospolifenoles brindan fotoproteccion a las plantas y participan en la
reproduccion.Se ha propuesto el uso del perfil de polifenoles como marcadores
taxondmicos de las plantas (Siracusa y col., 2011) ya sea para identificar especies o detectar
adulteraciones en alimentos procesados (Bravo, 1998). Sin embargo el principal interés del
andlisis de polifenoles es debido a su potente actividad antioxidante, que reduce el efecto
de los radicales libres y estd relacionada con la prevencion del desarrollo de
diversasenfermedades cronicas y el la disminucion de sintomas de las mismas (Fernandez-
Panchon, 2008).

2.3.1 Clasificacion de polifenoles

Los polifenoles se han clasificado atendiendo diferentes criterios como su fuente de origen,
funcién bioldgica o estructura quimica. De acuerdo a su estructura, se clasifican como
acidos fendlicos, flavonoides, taninos, estilbenos y lignanos (Paredes-Lopez y col., 2010)
conteniendo ademas diversos subgrupos, la Figura 7 muestra las estructuras de los
principales grupos de polifenoles.

En general, el nombre &cido fendlico describe a los fenoles que contienen un &cido
carboxilico funcional, cuando se habla de metabolitos de plantas se hace referencia a un
grupo particular de acidos organicos formados por una estructura basica C1-C6 para
compuestos conocidos como é&cidos benzdicos y C3-C6 para los nombrados acidos
cindmicos (Tsao, 2010).En algunos casos, aldehidos analogos como la vainillina son

incluidos en la misma clasificacion (Robbins, 2003).
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Figura 7. Principales grupos de los polifenoles
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Figura 7. Principales grupos de los polifenoles (continuacion).

Los flavonoides tienen una estructura generalC6-C3-C6, que agrupan varias subclases de
entidades estructurales, hasta el 2011 se habian reportado mas de 8000 distintas moléculas

(Quideau y col., 2011). Algunos investigadores consideran los flavonoides como el mas
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amplio grupo de compuestos nutracéuticos en las plantas, que actian como antioxidantes y
quelantes de metales (Jeng-Kun y Meng-Shih, 2006).

Los taninos son un grupo de metabolitos fendlicos que tienen la capacidad de acomplejarse
fuertemente con carbohidratos y/o proteinas (Serrano y col., 2009), el origen del término
tanino se ubica a finales de 1700°s cuando en las antiguas curtidurias se utilizaba extracto
de corteza de roble llamado &cido tanico (tann es una palabra que proviene del celta y
significa roble) para mejorar las caracteristicas de manejo de la piel (Arapitsas, 2012). Los
taninos son responsables de la astringencia de alimentos que los contienen debido a que
precipitan proteinas de la saliva. Pueden dividirse en dos grandes grupos; taninos
hidrolizables y taninos condensados (Bravo, 1998). Los taninos son compuestos bioactivos
que ayudan a prevenir el desarrollode enfermedades cronico-degenerativas y
comunes,Serrano y col. (2009) reportaron tres diferentes formas en que acttan los taninos;
i) formando complejos con iones metalicos, ii) ejerciendo una actividad antioxidante, iii)
formando complejos con otras moléculas como proteinas y carbohidratos.

Los estilbenos son un pequefio grupo de fenilpropanoides que se caracterizan por tener una
estructura 1,2-difeniletileno (Figura 8), la mayoria derivados del trans-resveratrolque es el
compuesto mas representativo y estudiado de los estilbenos, y se le han comprobado
efectos positivos para reducir la probabilidad de desarrollar afecciones cardiacas, cancer y
diabetes (Stuart y Robb, 2013)

Estilbeno R3 R5 R3" R4 R4’
Trans-resveratrol OH OH H OH

Trans-piceido OGlu OH H OH | ‘ R3
Pinosilvino OH OH H R5

Piceatannol OH OH OH OH ‘

Pinosilvino OCH; OH H OH

monometiléter R3

Trans-pterostilbeno OCH; OCH3; H OH

Astringina OGlu OH OH OH

Rhapontina OGlu OH OH OCH;, 1,2-difeniletileno

Figura 8. Estructura y ejemplos de estilbenos. (Adaptado de Chong y col., 2009)
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Los lignanos son compuestos fenolicos bioactivos cuya estructura basica estd compuesta
por dos unidades de fenilpropanoides (C3-C6),(Figura 7), de acuerdo a la forma en que
incorporan 0Xxigeno en su estructura se reconocen cuatro grupos estructurales(Figura 9). Los
lignanos se encuentran en semillas de linaza, ajonjoli, girasol, centeno, trigo y en bebidas
como café, té y vinoentre otros. Algunos lignanos son considerados fitoestrogenos y se
conoce que presentan actividad antitumoral, antiviral anti aterosclerotica, inhiben enzimas

e intervienen en procesos hormonales(Landete, 2012).

_do 4 On_o 0 0
-C——-C— —C——C— -— —C—

[ [ ) [ ! ] 0

a b [d d

Figura 9. Agrupacién de lignanos de acuerdo al oxigeno en su estructura. a) Lignanos. b) Lignandlidos.
¢) Mono-epoxilignanos. d) Bisepoxilignanos. (Adaptado de McRae y Towers, 1983)

2.3.2 Propiedades de los polifenoles

En la forma méas elemental, las funciones de un fenol estan definidas por la combinacion
anfipética de sus componentes, por un lado el anillo aromético tiene caracter hidrofdbico,
mientras que el grupo hidroxilo tiene comportamiento hidrofilico, esta aparente dicotomia
tiene con frecuencia efectos complementarios que le permiten interactuar con otras
biomoléculas (Quideau y col., 2011). La variedad de estructuras de las moléculas de
polifenoles van desde las més sencillas de los &cidos fendlicos hasta las muy complejas de
los taninos con varios miles de Dalton de masa molecular, esto genera una inmensa
cantidadvariabilidad en sus propiedades fisicoquimicas,que al mismo tiempo que
contribuye a incrementar la gama de efectos bioactivos, también dificulta su analisis (Tsao,
2010).La estructura quimica de los polifenoles esta estrechamente relacionada con diversas
propiedades como la solubilidad y biodisponibilidad (Bravo, 1998). De forma natural los
polifenoles se encuentran conjugados con uno o mas azlcares enlazados a los grupos
hidroxilo, ademas también se presentan enlaces directos entre los azlcares y los carbonos
aromaticos. Los azucares enlazados a las moléculas de polifenoles pueden presentarse

como monosacaridos o disacaridos y aun algunos oligosacaridos (Bravo, 1998). Los
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polifenoles pueden unirse también con &acidos organicos, aminas, lipidos y es comun la
asociacion con otros fenoles (Bravo, 1998).Los compuestos fendlicos tienen propiedades
redox lo que les permite actuar como agentes reductores, donadores de hidrogeno y
estabilizador de oxigeno singlete (Stalikas, 2010). La estructura es la clave de su propiedad
antioxidante; en acidos fendlicos la actividad antioxidante depende del numero y posicién
de hidroxilos, incrementdndose de manera proporcional al grado de hidroxilacion, mientras
que en los flavonoides es méas complejo; el grado de hidroxilacién y la posicion de los
hidroxilos en el anillo B (Figura 10), resultan en una actividad mayor; un doble enlace entre
C2 y C3 conjugado con el grupo 4-oxo en el anillo C incrementa la capacidad de capturar
radicales; un doble enlace entre C2 y C3 combinado con un OH en 3-OH incrementa la
actividad y una sustitucion del 3-OH la reduce; la sustitucion de hidroxilos por metoxilos

en el anillo B reducen la capacidad antioxidante (Balasundram y col., 2006).

Figura 10. Estructura basica de los flavonoides

Los polifenoles participan en las caracteristicas de sabor de alimentos, la amargura y
astringencia de alimentos como chocolate, frutas, té y vino esta influida por polimeros de
flavonoles (Lesschaeve y Noble, 2005).La interaccion de polifenoles con componentes
volatiles, puede incrementar la intensidad en la percepcion de los aromas y sabores de los

alimentos (Aronson y Ebeler, 2004).

2.3.3 Propiedades nutracéuticas de los polifenoles

Los polifenoles son sustancias bioactivas es decir, agentes que actlan sobre un sistema

bioldgico (Gebelein, 1985). El interés en su bioactividad se centra en su efecto
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nutracéutico; se define como nutracéutico a cualquier alimento o constituyente de los
alimentos que ejerce accion benéfica sobre la salud humana (Biruete y col., 2009).
Historicamente se ha resaltado la actividad antioxidante de los polifenoles, que protege la
célula frente a dafios causados por radicales libres que se pueden formar por el simple
estrés oxidativo, y que es el paso precursor de muchas enfermedades cronicas (Lila,
2007).Se ha estudiado el efecto de la actividad antioxidante de los polifenoles para la
prevencion de diversas enfermedades como céncer (Zi y Simoneau, 2013), diabetes
(Williamson, 2013), artritis (Riegsecker et al., 2013), la enfermedad de Parkinson y
Alzheimer (Tavares et al., 2012). Ademaslos polifenoles pueden interactuar con enzimas,
en algunos casos reduciendo su actividad que de otra forma aceleraria el desarrollo de la
enfermedad y en otros acelerando su actividad para detoxificar (Schreckinger et al., 2012).
También se ha comprobado su capacidad inmunomodulatoria y propiedades vasodilatorias
que contribuyen a la disminucién de enfermedades cardiovasculares (Tangney Yy
Rasmussen, 2013); su actividad antimicrobiana ayuda a evitar el desarrollo de varios tipos
de microorganismos patgenos (Puupponen-Pimia et al., 2005) y la adhesion de bacterias
de E. coli a las células uroepiteliales reduciendo el desarrollo de infecciones de vias
urinarias (Barbosa-Cesnik et al., 2011). Se ha analizado su uso en cosméticos para prevenir
los efectos nocivos de la radiacion solar sobre la piel (Quideauet al., 2011). Por estas causas
una considerable parte de las investigaciones de polifenoles, se ha enfocado en su actividad

nutracéutica.

2.3.3.1 Antocianinas

Las antocianinas (del Griego (anthos): ‘flor’ + (kyanos): ‘azul’) son el grupo de pigmentos
mas importantes después de la clorofila (Delgado-Vargas et al., 2000). Las antocianinas
son compuestos polifenolicos responsables de la coloracion de la mayoria de flores, frutos y
hojas de plantas angiospermas, causando tonalidades que van desde el rosa salmon,
pasando por el rojo y violeta, hasta el azul oscuro (Jordheim, 2007), son flavonoides con
estructura basica de 15 carbonos con una 0 més moléculas de azucar enlazadas a diferentes
posiciones hidroxiladas de la estructura basica (Figura 11),(Delgado-Vargaset al., 2000).

Particularmente, las antocianinas son glicésidos del ion fenil-2-benzopirilio, las agliconas
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de las antocianinas son nombradas antocianidinas yaungue se reportan alrededor de treinta
antocianidinas (Jordheim, 2007), cerca del 90% de las antocianinas provienen de las

seismas comunes (Cuadro 5).

Cuadro 5. Principales antocianidinas.

Sustituyente y posicion del mismo en la estructura

Nombre basica de los flavonoides (Figura 11) Color
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
Cianidina OH OH |H OH OH OH H Magenta y
Carmin

Delfinidina | OH OH |H OH OH OH OH Morado-Azul
Pelargonidina | OH OH |H OH H OH H Naranja-Salmon

Malvidina | OH OH |H OH OMe |OH OMe | Morado

Peonidina | OH OH | H OH OMe | OH H Magenta

Petunidina | OH OH |H OH OMe | OH OH Morado

Me= metilo. Adaptado de Delgado-Vargas et al., 2000

Andersen y Jordheim (2006), reportaron 539 diferentes antocianinas identificadas,
incluidasdos clases de antocianinas diméricas, de las cuales el primer tipo se forma por la
unién de una antocianina y una flavona o flavonol y el segundo por el enlace de uno de
cuatro tipos de catequina, unida covalentemente a la pelargonidina-3-glucésida; ademas de
un nuevo tipo de antocianinas llamadas pirano-antocianinas.Las diferencias entre las
antocianinas son el nimero de grupos hidroxilo y metoxilo, la naturaleza y nimero de
azlcares en la molécula y la posicién, naturaleza y numero de 4cidos alifaticos y

aromaticos que pueden estar unidos a los residuos de azucar (Escribano-Baildnet al., 2002).

Figura 11. Estructura bésica de las antocianidinas.
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De manera natural, las antocianinas presentan glicosidacion en las posiciones 3 y 5 con
mono, di o trisacaridos siendo los azucares mas comunes la glucosa, galactosa, Xilosa,
ramnosa, arabinosa, rutinosa, soforosa, sambubiosa y gentobiosa. De acuerdo con Andersen
y Jordheim (2006), los glicosidos més frecuentes son los formados por disacaridos (240
reportes) y se reportaron ademas 24 antocianinas con trisacaridos y hasta la fecha del
reporte ningun tetrasacarido. Los azUcares se unen a la aglicona por medio de enlaces de
sustitucion del H (O-enlace), pero se ha reportado la identificacion de una especie de
antocianina con el azlcar directamente enlazada a uno de los carbonos (C- enlace) Ilamada

C-glicosilantocianina (Andersen y Jordheim, 206).

2.3.3.1.1 Propiedades de las antocianinas

Una de las principales propiedades de las antocianinas es su capacidad de absorber
radiaciones electromagnéticas en los rango tanto de la luz UV como de la luz visible por lo
cual presentan coloracion. Las antocianinas son los flavonoides pigmentantes mas
importantes y tienen un trascendente papelecolégico en las plantas, actuando como
atrayentes de polinizadores y dispersores de semillas; tienen ademas accién foto protectora
(Steyn y col., 2002),de acuerdo con Schaefer (2011),protegen a las plantas especialmente
cuando su exposicion a la radiacion solar es elevada y la temperatura es baja, ya que esta
combinacion induce la formacién de radicales libres por el aparato fotosintético, los cuales
danarian el tejido de la planta.El color de las antocianinas esta relacionado con el nimero y
posicion de hidroxilos y metoxilos, una mayor cantidad de hidroxilos en el anillo B produce
tonos azules, mientras que la metoxilacion produce tonalidades rojas (He y col., 2010). El
color esta de igual forma influido por el pH, concentracion y la presencia de copigmentos
como iones metélicos, 4acidos organicos, alcaloides, aminoacidos, nucleotidos,
polisacaridos, otros flavonoides y antocianinas (Mazza y Brouillard, 1989). La acilacion
con &cidos organicos alifaticos o aromaticos es un factor importante en la tonalidad
(Garzon, 2008),la copigmentacion intramolecular es caracteristica de antocianinas aciladas,
la parte hidrofébica del acido se apila en el nucleo del flavilio reduciendo la hidrolisis de la
antocianina e incrementando la intensidad del color rojo, al mismo tiempo que desplaza el

equilibrio hacia estructuras de base quinonoidal de color azul-violeta a pH neutro (Mateus y
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De Freitas, 2009). Las antocianinas pueden acomplejarse con metales lo cual puede causar
un salto batocrémico en la absorcion de la maxima longitud de onda, provocando un
azulado del complejo (Delgado-Vargaset al., 2000). Las antocianinas como los flavonoides
en general, estan formadas por anillos aromaticos que tienen sustituyentes polares que
juntos producen una molécula polar mas soluble en agua que solventes no polares, pero
pueden solubilizarse en éter si se mantiene un valor de pH en el cual no se ionice (Delgado-
Vargas, 2000), la estructura de las antocianinas depende fuertemente del pH, a pH entre 1-3
predomina el cation flavilio de color rojo intenso, mientras que si el pH se eleva a valores
entre 4-5, se genera una pseudobase carbinol incolora que puede derivar después en la
apertura del anillo para formar chalconas de ligero color amarillo, mientras que a pH entre
6-7 la estructura se transforma alternadamente en aniones quinonoides azul purpura
(Kahkonen y Heinonen, 2003). El grado de hidroxilacién y metoxilacion en el anillo B
afecta su estabilidad y reactividady por tanto su actividad antioxidante (Kahkonen y
Heinonen, 2003), adicionalmente el patron de glicosilacién es importante, en diversos
estudios la actividad antioxidante de antocianidinas, resulté mayor que la de los

correspondientes glicosidos (Wang y col., 1997)

2.3.3.1.2Propiedades nutracéuticasde las antocianinas

El efecto nutracéutico de las antocianinas es la caracteristica mas atractiva para su estudio,
se ha demostrado la actividad antioxidante de las antocianinas en la neutralizacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS),sus atomo de oxigeno de carga positiva y sus
estructuras resonantes las hacen tener caracteristicas antioxidantes mas potentes o al menos
distintas a las de otros flavonoides (Zafra-Stone y col., 2007),lo cual incide en la
prevencion de enfermedades crénico degenerativas, como cancer, padecimientos
cardiovasculares,diabetes, Alzheimer y enfermedad de Parkinson entre otras; se ha
comprobadoademas su actividad antiinflamatoria relacionada con afecciones como artritis,
capacidad para inhibir la actividad de ciertas enzimas relacionadas con la obesidad y el
sindrome metabdlico (Gordon y Stewart, 2005) se sabe que mejoran la vision y que tienen

actividad antimicrobiana (Wang y col., 2012; He y Giusti. 2010).
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Se denomina cancer a un conjunto de enfermedades que se caracterizan por el crecimiento
anormal de células cuando la clave cromosdmica genética ha sido alterada(Camargo y col.,
2004). La mayoria de los estudios in vitro sobrelos efectos anticancerigenos de
antocianinas, se han realizado en células tumorales humanas, a través de dichos estudios se
ha obtenido informacion acerca de los mecanismos de accion anti cancerigena y se ha
determinado que incluyen; accion antioxidante mediante la neutralizacion de radicales
libres, activacion de enzimas metabolicas de la fase I, inhibicion de la proliferacion de
células pre-malignas, induccion de apoptosis, diferenciacion celular, ademas de efectos anti
inflamatorios, anti angiogénicos y anti invasivos (Wang y col., 2012), de acuerdo con
Stoner y col. (2010) pacientes con cancer de colon que ingirieron 60 g/dia de frambuesa
negra en polvo, durante un periodo de 2 a 4 semanas, mostraron una reduccion de sus
indices de proliferacion de células Ki-67. Asi mismo, un tratamiento tépico con un gel de
frambuesas negras aplicado a lesiones displasicas orales por un periodo de 6 semanas,
resulté en una reduccion de grado histoldgico y restauracion de pérdida de heterocigocidad
en alrededor de 50% de las células, esto debido a la accion anti cancerigena de las
antocianinas.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), incluyen una serie de afecciones tales como
enfermedades coronarias, cerebro vasculares, trombosis de las venas, embolia pulmonar y
ateroesclerosis causadas posiblemente por malos habitos, alimentacién deficiente y poca
actividad (Wallace, 2011). El consumo de antocianinas ayuda a reducir los sintomas del
padecimiento de ECVYy reduce el riesgo de su desarrollo. En un estudio realizado con mas
de 90 000 mujeres de entre 29-40 afios se examinddurante un periodo de 18 afios la relacion
entre el infarto al miocardio con el consumo de antocianinas y otros flavonoides,
concluyéndose que un alto consumo de antocianinas puede reducir el riesgo de infarto al
miocardio especialmente en mujeres jovenes (Cassidy y col., 2013).En otro estudio, un
suplemento de antocianinas provenientes de jugos de frutas y vino tinto, suministrado a
ratones, redujo lesiones cardiacas en ejemplares a los que se les indujo el dafio (Scalbert y
col. 2005), lo que demuestra el potencial de antocianinas para la prevencion de ECV.

El Programa Nacional de Educacion en Colesterol en Estados Unidos de América, define el
sindrome metabdlico como el tener 3 0 méas de los siguientes factores; 1). Cintura con

circunferencia > 102cm en hombres y 88 cm en mujeres 2). Triglicéridos con niveles > 150
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mg/dL. 3). Hipertension(valores > 130/85 mmHg)4). Niveles de glucosa > 110 mg/ dL.
Padecer sindrome metabdlico incrementa al doble el riesgo de sufrir una enfermedad
cardiovascular y en 1.5 veces el de todas las causas de mortalidad (Motillo y col. 2010). Se
ha relacionado elefecto del consumo de antocianinas sobre el sindrome metabdlico y la
diabetes, Kellogg y col. (2010), analizaron los resultados del consumo de moras ricas en
antocianinas y otros polifenoles (Vaccinium spp. Rubus spp y Empetrum nigrum), como
parte de la dieta de tres poblaciones nativas de Alaska, encontrando que la ingesta de estos
frutosreduce la acumulacion de lipidos y los niveles de glucosa en la sangre, observandose
ademas una baja incidencia de diabetes mellitus tipo 2 en los pobladores de las
comunidades bajo estudio. Tsuday col., (2003). Condujeron un experimento para evaluar el
efecto preventivo de antocianinas sobre el desarrollo de obesidad e hyperglicemiaen
ratones, tras alimentarlos condietas de alto contenido de grasa, y contrastarlos valores
contra los obtenidos de ratones alimentados con la misma dieta rica en grasa pero que
contenia antocianinas de maiz morado, encontrando que los individuos alimentados
exclusivamente con la dieta rica en grasa desarrollaron hiperglicemia, hiperinsulinemia e
hiperleptinemia, mientras que en el grupo de ratas cuyo alimento ademas incluyé
antocianinas, todas estas posibles perturbaciones fueron normalizadas, concluyendo que
una dieta con antocianinas puede ayudar en la prevencion de la obesidad y la diabetes.

La enfermedad de Parkinson, es un desorden neuroldgico caracterizado por la degeneracion
de neuronas dopaminérgicas en el area de la substantia nigra zona compacta del cerebro,
que se manifiesta en sintomas como tremor, dificultad de movimiento, rigidez y
desequilibrio corporal, y aunque las causas que generan la apariciéon de la enfermedad de
Parkinson no estan completamente definidas, se sabe que ciertos factores como la presencia
de radicales libres y pro-inflamatorios como el oxido nitrico (ON), puede incidir en la
aparicion del padecimiento (Aquilano y col. 2008). Las antocianinas inhiben pro-
inflamatorios, Cuevas-Rodriguez y col. (2010a) determinaron el efecto de antocianinas de
zarzamora en la inhibicion de ON, obteniendo como resultado que extractos ricos en
antocianinas inhibieron la actividad delON.

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza patolégicamente por la deposicion de la B-
proteina amiloide (AB) lo cual resulta neurotoxico. Ping-Hsiao y col. (2011), evaluaron el

potencial terapéutico de las antocianinas para prevenir la neurodisfuncion originada por la
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deposicién de la AB, encontrando que las antocianinas inhiben la perdida de la actividad

neuronal mediada por la AB.

2.3.3.2 Taninos

En la seccion 2.3.1 correspondiente a la clasificacion de polifenoles, se definieron dos
grandes grupos de taninos; taninos condensados o proantocianidinas (PAC) y taninos
hidrolizables (TH).

Los taninos condensados, es el segundomas grande grupos de polifenoles después de las
ligninas, se encuentran de forma ubicua en plantas lefiosa y en algunas herbaceas.Son
oligbmeros o polimeros de hidroxiflavanos o flavan-3-oles, que producen antocianidinas
por rompimiento del enlace interflavanilC-C (Ferreira y col., 2006), los mondémeros mas

comunes se muestran en la figura 12.
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Figura 12. Estructuras de los monémeros mas comunes de las proantocianidinas. ,

Cuando los mondmeros se unen por enlaces sencillos entre los carbonos en las posiciones
4—6 0 4—8, se tienen PAC tipo B y cuando hay un enlace adicional entre C2—»C7 o
enlace éter C2-0, se denominan PAC tipo A (Figura 13).EIl grado de polimerizacion varia
desde los dimeros hasta polimeros con cerca de 200 unidades monomeéricas (Serrano y col.,

2009). La reactividad de las PAC con moléculas de importancia bioldgica efectos sobrela
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nutricion y consecuencias fisioldgicas,sus maultiples grupos hidroxilo, los conducen a la
formacion de complejos con proteinas, polisacaridos e iones metélicos.Las proantocinidinas
pueden estar esterificadas con acido galico en ciertas posiciones y excepcionalmente con

azUcares, lo cual puede cambiar sus propiedades significativamente (Schofied y col., 2001)

Figura 13. Ejemplos de estructuras tipos A y B deproantocianidinias. a).PAC Al [Epicatequina-
(2B—>0—7, 4B—8)-catequina]. b). PAC B2 [Epicatequina-(4p—8)-epicatequina]. c). PAC B5
[Epicatequina-(4p—6)-epicatequina]. (Adaptado de Serrano y col., 2007).

La designacion taninos hidrolizables,es debido al hecho de que estos compuestos se
descomponen en sus respectivos azUcares y acidos por rompimiento hidrolitico de sus
enlaces cuando se someten a tratamiento con cidos diluidos. Si el &cido componente es el
acido galico (Fig 14a), son llamados galotaninos;ésteres con acido hexahidroxidifénico
(HHDF) el cual forma &cido elagico (Fig 14b) por eliminacion de agua cuando se hidroliza,
son llamados elagitaninos.En la mayoria de los casos la glucosa es el principal azicaren los
TH, aunque también la fructosa, xilosa y sacarosa son comunes (Serrano y col., 2009). Los
TH se encuentran en frutos como zarzamoras, frambuesas, fresas (Rubus spp.), uvas
muscadinas (Vitis rotundifolia) moras azules y ardndanos (Vaccinium spp.), nueces pecanas
(Carya illinoinensis) y de castilla (Juglans spp.)y en alimentos procesados como Vvinos
(Arapitsas, 2012). Los elagitaninos son constituyentes tipicos de muchas familias de
plantas, en contraste con los galotaninos que no estan tan ampliamente distribuidos en la

naturaleza.
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HO OH

OH a)
Figura 14. Acidos caracteristicos que forman los taninos hidrolizables. a). Acido gélico. b). Acido

elagico.

Maés de 1000 TH se han identificado, desde la simple glucogalina de 332 Da de masa

molecular, hasta elagitaninos pentaméricos demas de 5000 Da.

2.3.3.2.1 Propiedades de los taninos

Las PAC presentan las reacciones caracteristicas de polifenoles (Folin-Ciocalteau, Cloruro
de hierro) y pueden reaccionar con acidos minerales o con vainillina en presencia de &cido
clorhidrico produciendo una coloracion roja. La reaccion de las PAC con
dietilaminocinamaldehido (DMAC)produce una coloracion azul, propiedad que es
comunmente usada para la cuantificacion espectrofotométrica. Las PAC forman complejos
con biomoléculas principalmente con proteinas, afectando la digestibilidad de las mismas;
el grado de polimerizacion influye en las propiedades de las PAC para formar los
complejos con proteinas Chung y col. (1998), mencionan el hecho de que dimeros
otrimeros tiene interacciones menos complejas por lo que pueden ser mas facilmente
absorbidos en el intestino.

El analisis de TH presenta un mayor grado de complejidad comparado con otros polifenoles
debido a la variedad de estructuras posibles y la falta de estdndares comerciales, no
obstante algunas de sus propiedades pueden utilizarse para su identificacion.Los
galotaninos tienen un caracteristico espectro de absorcion con un maximo de absorbancia a
los 280 nm.EI espectro de absorcion es particularmente Gtil en la identificacion de TH;
todos los derivados de glucogaloiltienen un espectro de absorcion muy similar(Figuras 15b

y €), con un salto batocrémico de 10-12 nm cuando se compara con el espectro del &cido
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galico (Figura 15a). Los elagitaninos, también tienen un caracteristico espectro (Fig. 15d-f)
con un mé&ximo de absorbancia por debajo de 270 nm. Cuando solo HHDF esta presente en
la molécula la Figura 15d es el espectro mas problable; y cuando los elagitaninos tienen
simples galoil-ésteres la Figura 15f es la mas probable. Finalmente cuando el &cido elégico

es parte de la estructura molecular el espectro sera mas parecido a la Figura 15i (Arapitsas,

2009).
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Figura 15. Espectros de absorcion de TH comunes. (Adaptado de Arapitsas, 2009)

2.3.3.2.2 Propiedades nutracéuticas de los taninos

La capacidad antioxidante de los taninos es reconocida, se sabe que inhiben la oxidacion de
lipidos y lipoxigenasas in vitro, y la informacion demuestra su capacidad para inhibir
radicales hidroxil, superdxido y peroxil (Gyamfi y Aniya, 2002). Esta capacidad
antioxidante, se ha proclamado como la clave para la prevencion y/o reduccion de
enfermedades crénicas relacionadas con el estrés oxidativo y desdrdenes relacionados con

el incremento en la edad (Quideau y col., 2011).
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La actividad biologica de las PAC esta relacionada con diversos efectos en la salud
humana, numerosos estudios demuestran la actividad antioxidante de las PAC, que como ya
se ha mencionado, reduce el riesgo de desarrollar enfermedades cronicas.En este apartado
se describen ejemplos de las aplicaciones de las PAC para prevenir, reducir o aliviar el
padecimiento dealgunas de las mas importantes enfermedades y/o factores que pueden
incidir en su desarrollo, y en los cuales estan relacionadas las PAC.

La inflamacion cronica esté involucrada en diversas patologias como céncer, enfermedades
neurodegenerativas y cardiovasculares, obesidad y diabetes (Cuevas-Rodriguez y col.,
2010a). En el proceso inflamatorio participan enzimas como la oxido-nitrico-sintasa
inducible (iNOS) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2) que producen oxido nitrico y
prostaglandina (Cuevas-Rodriguez y col., 2010a). La sobre expresion de COX-2 promueve
la resistencia a la apoptosis de células tumorales e incrementa la angiogénesis y la invasion
tumoral (Sharma y col., 2010). La aplicacién de PAC en celulas tumorales, inhibe la
actividad de la iINOS y COX-2 y la generacion de prostaglandina, lo que resulta en la
inhibicion del crecimiento de células tumorales y el incremento de su mortalidad (Cuevas-
Rodriguez y col., 2010; Sharma y col., 2010).

La acumulacion de grasa en el tejido adiposo, es un problema que puede conducir a padecer
el sindrome metabdlico que como ya se expuso anteriormente (apartado 2. 3. 4. 1. 2.),
implica graves riesgos para la salud. Ardevol y col. (2013), probaron el efecto de PAC
sobre la acumulacién de grasa en depdsitos adiposos de ratas, encontrando que las PAC
redujeron selectivamente la acumulacién de grasa en el cuerpo de las ratas. También se ha
estudiado el efecto benéfico de la ingesta de PAC cuando el cuerpo ha perdido el control
sobre la homedstasis de la glucosa. Maritim y col. (2003), mostraron que la ingesta de 10
mg de PAC de corteza de pino (picnogenol ®) por cada Kg de masa corporal, mejord los
niveles de glucosa en ratas diabéticas después de 14 dias de tratamiento;Pinent y col.
(2004), suministraron 250 mg de PAC / Kg de masa a ratas diabéticas, registrando un claro
efecto anti-hiperglicémico y mencionan que puede deberse a un “mimetismo” de las PAC
en el que actdan como insulina (Pinent y col., 2004).

Las PAC pueden contribuir a reducir el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Toda y
col. (2011), probaron el efecto anti-agregativo de PAC de manzana sobre [B-proteinas

amiloideas (elemento principal en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer),
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encontrando que las PAC tuvieron un potente efecto anti-agregativo de proteinas AB42 y
disociaron agregados actuando como neuroprotectores.

El efecto de las PAC sobre enfermedades cardiovasculares es una de sus propiedades
nutracéuticas sobresalientes, las PAC inciden positivamente inhibiendo la oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad (LDL por sus siglas en inglés), reduciendo la constriccion de
venas y presion sanguinea, ademas de reducir la actividad de la colagenasa, elastasa,
hialuronidasa y la B glucuronidasa ayudando a mantener la elastina y estabilizar el coldgeno
logrando un efecto cardioprotector (De la Iglesia y col., 2010).

Es también conocida la actividad antimicrobiana y anti adhesion bacteriana de las PAC,
inhibiendo el desarrollo de diversos microorganismos patdégenos como Candida spp.
yCryptococcus neoformans (Patel y col.,2011), evitando ademas la adhesion de bacterias al
tracto digestivo yvias urinarias, lo que ayuda a prevenir infecciones causadas
porHelicobacter piloriy Escherichia colientre otros microorganismos patdégenos(Grace y
col., 2012).

Los TH despliegan igualmente, una importante gama de actividades bioldgicas relacionadas
con la salud humana. Serrano y col. (2009) resaltan la importancia de la capacidad de los
TH para formar complejos con proteinas e inactivar el desarrollo de bacterias y virus,
destacando el efecto sobre virus de VIH, influenza, herpes y hepatitis.

Los TH ejercen funciones cardioprotectoras, se han realizado multiples estudios utilizando
modelos representativos de la estructura vascular, comprobandose su efecto anti-
aterogénico, anti-trombotico, anti-inflamatorio y anti-angiogénico (Larrosa y col., 2010),
ademas de reducir los niveles de colesterol (Aviram y col., 2008).

El efecto de los TH sobre el cancer se ha demostrado a través de diversos estudios, la
sanguiina H6 y lambertianina, cominmente encontrados en zarzamoras y frambuesas
presentan actividad anti tumoral (Serrano y col., 2009). Urefia y col. (2013) evaluaron la
actividadcito toxica y antitumoral de TH sobre cancer de seno en ratas, encontrando que
indujeron la apoptosis y disminuyeron el didmetro del tumor y el nimero de células
metastasicas.

Zhang y col. (2009). Realizaron una revision de la actividad biologica de la pentagaloil
glucosa, uno de los galotaninos mas comunes, reportando ademés de los efectos ya

mencionados de los HT, actividad antialergénica, capacidad para evitar la formacién de
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calculos renales, actividad antiinflamatoria, capacidad para estabilizar la elastina y el

colageno, y actividad anticonvulsiva.

2.4 Analisis de polifenoles

2.4.1 Extraccion de polifenoles

Muchas sustancias biologicas se encuentran como mezclas de diferentes componentes en
una matriz solida, para separar el soluto deseado de la fase sélida, ésta se pone en contacto
con una fase liquida. Ambas fases entran en contacto y el soluto se difunde desde el sélido
a la fase liquida, lo que permite una separacion de los componentes originales del sélido.
Este proceso se llama lixiviacion liquido-solido o simplemente, lixiviacion (Geankoplis,
1999).Este mecanismo de separaciones de uso generalizado para extraer compuestos
fendlicos,se utilizan diversos solventes polares afines que sirven como medio de difusion
obteniéndose un lixiviado que contiene una mezcla de compuestos que posteriormente se
separan por diversos métodos, en el Cuadro 5 se muestran algunos solventes y medios de
separacién empleados para lixiviar y aislar polifenoles dediversos érganos vegetales. La
naturaleza polar de las polifenoles, causada por sus sustituyentes(hidroxilos, carboxilos y
azucares) le confiere la propiedad de disolverse facilmente en compuestos polares. Es
comun el uso de metanol acidificado con acido clorhidrico hasta en 1% sin embargo cuando
se tienen grupos dicarboxil alifaticos como el oxalico, malénico o malico, estos son
susceptibles a acidos fuertes diluidos por lo que se recomienda el uso de &cidos débiles.
Con metanol el &cido citrico es el més efectivo, seguido por el tartarico, férmico, acético y
propiénico; con agua son mejores los acidos acético, citrico, tartarico y clorhidrico.
También se ha evaluado el uso de dioxido de carbono diluido en agua (1000 ppm)
mostrando resultados superiores a los obtenidos con etanol: agua: acido acético (Delgado-
Vargas y col., 2000). Se puede realizar la lixiviacion de polifenoles utilizando una mezcla
de un compuesto organico polar como metanol con otro de baja polaridad como el
cloroformo, para obtener una separacion en dos fases, en la fase acuosa se tendran
compuestos polares (fenolicos, azlcares, acidos organicos otros compuestos solubles en

agua), y en la otra fase compuestos no polares (lipidos, carotenoides, clorofila) solubles en

32



solventes organicos, obteniendo de esta manera un extracto libre de contaminantes
lipofilicos (Rodriguez-Saona y Wrolstad, 2001).

La extraccion ultrasonica asistida, se emplea en combinacién con la lixiviacion; el uso de
tratamiento ultrasénico ha demostrado tener alta eficiencia en la extraccion de compuestos
como polisacaridos, antocianinas, compuestos fendlicos y proteinas. Este incremento en la
eficiencia de la extraccion, se atribuye a los efectos mecéanicos de las cavitaciones acusticas
a la que se somete la muestra, facilitando la transferencia de masa (lrakose y col., 2010).
En el tratamiento se utiliza un bafio ultrasonico en el que puede ajustarse la frecuencia y

controlarse la temperatura mediante algin mecanismo de enfriamiento.

Cuadro 5. Solventes y métodos de separacién de polifenoles en algunas muestras vegetales.
Agente para el

o Solvente para i ) )
Material lixiviado L fraccionamiento de Referencia
lixiviacion _

polifenoles

. Metanol, acido
Moras de Bay (Laurus nobili) . Columna con C-18 Sep-Pack 1
clorhidrico(0.1%v/v)

Metanol, &cido acético

Maiz Morado (Zea mayz) Amberlita XAD-7 2
(5% viv)
Camote de pulpa morada Metanol al 80 %, &cido Filtro de celulosa y arena en 3
(Ipomoea batatas) acético(7 % v/v). extractor acelerado con solvente
Calafate (Berberis Metanol, &cido férmico (3 o
) Microfiltracion 4
microphylla) % v/Iv).

Metanol al 80%, &cido )
) » Amberlita XAD-7 y Sefadex
Rubus spp. trifluoroacético (0.3 % LH.20 5
viv)

1). Longo y Vasapollo, 2005. 2). Cuevas y col., 2008. 3). Truong y col., 2010. 4). Ruiz y col., 2010. 5).
Cuevas-Rodriguez y col., 2010.

2.4.2 Separacion de polifenoles
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La mezcla obtenida de la lixiviacion, generalmente contiene sustancias que interfieren con
los andlisis y que deben ser separadas, es frecuente el uso de resinas para absorcion en fase
solida y/o cromatografia en sus diferentes modalidades (de capa fina, en columna, liquida
de alto rendimiento, cromatografia de alta velocidad a contracorriente 0 combinaciones de
estas.) para lograr obtener las moléculas aisladas, a continuacion se presentan algunas

opciones comunes para lograr el aislamiento.

2.4.2.1 Cromatografia de capa fina

Aunque el uso de la cromatografia de capa fina TLC por sus siglas en ingles (Thin Layer
Chromatography) no es comunmente reportada en investigaciones de identificacion y
caracterizacion de antocianinas, es una opcion en la separacion de compuestos debido a que
ha mostrado constantes innovaciones (Delgado-Vargas et al. 2000), ademas de mantener
como ventajas lo practico, rapido y econémico que resulta de aplicar, por lo cual se puede
utilizar como un paso preparativo previo al analisis mediante técnicas mas complejas y
costosas (Marston y Hostettmann, 2006). Una actualizaciéon de la técnica, es la
cromatografia de capa fina de alto rendimiento (HP)TLC, que adiciona una metodologia
moderna y estandarizada, y la posibilidad de hacer unadeteccionprecisa de compuestos y
derivatizacion en la misma placa, permitiendo comparar de forma comuin compuestos con
diferencias en factores de retencién (Rf) de hasta 0.03, y cuando son menores utilizar

diversos sistemas de solventes para garantizar la definicién (Cimpoiu, 2006).

2.4.2.2 Extraccién en fase solida

La purificacion del extracto obtenido de la muestra vegetal es necesaria, dado que el
sistema de solventes cominmente usados, no es especifico para un grupo particular de
polifenoles, por lo cual se obtendra una mezcla. Generalmente métodos convencionales
como cromatografia en columna con gel de silice, poliamida o extraccion en fase sélida con
resinas como sefadex y amberlita (cuadro 5) son usados para aislar y fraccionar
antocianinas de plantas (Valls y col., 2009). De acuerdo con Rodriguez-Saona y col.

(2009), el uso de la extraccion en fase solida permite remover compuestos presentes en la
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mezcla cruda y que interfieren con el analisis. Mediante el uso de columnas de C18
enlazadas con silica, estas retienen compuestos fenolicos y permiten el paso de azucares y

acidos, posteriormente los polifenoles son removidos con un solvente apropiado.

2.4.2.3 Cromatografia de alta velocidad a contracorriente

La cromatografia de alta velocidad a contracorriente HSCCC por sus siglas en ingles (High
Speed, Countercurrent Chromatography) es una técnica de separacion liquido-liquido, las
bases generales para la separacion de compuestos deseados, son operaciones rapidas y
continuas de mezclado y separacion de sistemas de solventes bifasicos inmiscibles en
fuertes y rapidamente alternantes campos de fuerza centrifuga. Entre las ventajas de aplicar
esta técnica se tiene que al no haber fase fija, se minimizan los efectos de adsorcién
irreversible (lo cual tiende a suceder en las resinas con los compuestos fenolicos), se opera
en condiciones no extremas y permite que la muestra no se destruya durante el aislamiento,
aun muestras muy labiles (Valls y col., 2009), ademas de no ser necesario contar con una
columna de composicion especializada para la separacién, tener costos mas bajos en los
solventes comparados con los necesarios para HPLC, recuperarse el 100% del analito,
poderse trabajar con extractos crudos que contengan particulas y tener posibilidad de
escalar la técnica a nivel industrial (Cuevas y col. 2008). Esta técnica puede usarse como un
paso previo a la cromatografia liquida de alto rendimiento y acoplarse a equipos de

identificacion por espectrometria.

2.4.2.4. Filtracion por membranas

Una membrana es una pelicula delgada que separa una mezcla en dos corrientes y actla
como barrera selectivadejando pasar solo ciertas moléculas, la corriente retenida, es
denominada “retenido” o “concentrado” y la corriente que pasa a través de la membrana, se
denomina “permeado” (Cheryan, 1998). Estas membranas pueden ser utilizadas en
procesos de concentracion o fraccionamiento y se han utilizado para separar y fraccionar
polifenoles de uva (Tsibranska y Saykova, 2013; Santamaria y col., 2002). Los rangos de

separacion se basan en las propiedades de las membranas utilizadas, determinando qué
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particulas seran retenidas y cuéles pasaran a través de la membrana. En la Figura 16 se

muestran los rangos de aplicacion de la filtracion por membranas.

Osmosis Inversa | Uhtrafiltracion

‘ Nanofiltracion |

[ Encimas |

[Amino sedos]
| Aromas ‘ [ Péptidos ‘
sols] [Resceres |
Pese Molecular

100 1000 10000 100000 1000000

| | | |

[ I [ [

| | |

[ T T
0.0001 0.0001 0.0t 0.1

DHometro micras

Figura 16. Rango de aplicacion de la filtracion.

2.4.2.5 Cromatografia liquida de alto desempefio

La cromatografia liquida de alto desempefio HPLC por sus siglas en ingles(High
Performance Liquid Chromatography.) se ha convertido en el método estandar para la
identificacion y separacion en la mayoria de los laboratorios (Mazza y col., 2004).La HPLC
acoplada a un detector por arreglo de diodo (DAD), es una técnica ampliamente difundida
para la separacion y caracterizacion de compuestos fenolicos en muestras de plantas
(Gavrilova y col., 2011; Truong y col., 2010). En términos generales una cromatografia se
realiza permitiendo que la mezcla de moléculas que se desea separar, interaccione con un
medio o matriz de soporte que se denomina fase estacionaria. Un segundo medio (la fase
movil) que es inmiscible con la fase estacionaria se hace fluir a través de esta para lavar

(eluir) a las moléculas en la muestra.
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Cuando se utiliza una fase estacionaria polar en combinacion con una fase movil de baja
polaridad, la cromatografia se denomina de fase normal; cuando la fase estacionaria es de
polaridad baja y la fase movil de polaridad alta, la cromatografia se denomina de fase
reversa. Otro aspecto importante en la HPLC es el tipo de elucién; la elucién isocréatica se
realiza a composicion constante del eluyente, mientras que la elucion en gradiente, emplea
una variacion controlada en la composicion para generar un aumento en la fuerza eluyente
obteniendo mejor resolucion.El objetivo primordial de la HPLC es la separacion y las
separaciones se pueden dividir en tres categorias: De alto rendimiento, de alta
productividad y de alta resolucion, que estan relacionadas con la metodologia seguida para
la separacion. Para establecer las condiciones de separacion, se puede recurrir a dos
opciones, la primera es entender la naturaleza quimica de la muestra y tratar de seleccionar
la mejor opcion para las condiciones iniciales, y la otra es suplementar la informacion con
datos de la literatura, aunque casi siempre la mejor estrategia resulta de una mezcla de
ambas opciones (Snyder y col. 1997). Algunas consideraciones que pueden ser Utiles al
establecer un protocolo de separacion por HPLC son; La muestra debe ser soluble; los
analitos deben ser retenidos y tener migracion diferencial en la columna; la fase mavil
controla la separacion mientras que la fase estacionaria influencia el mecanismo de
separacion; la solucién que contenga el analito debe ser preparada con el solvente de la fase
movil (Ahuja y Dong, 2005).

3. JUSTIFICACION

El analisis de compuestos polifendlicos es una importante area de desarrollo cientifico. Se
dedican muchos recursos a la investigacion de polifenoles debido a su demostrada
capacidad para prevenir el desarrollo de enfermedades crénico degenerativas a través de sus
propiedades antioxidantes, y a las posibilidades de desarrollo de productos naturales que
incidan de manera importante en la salud humana; el campo de accion es muy amplio ya
que existen miles de estos compuestos contenidos en los vegetales,cuyo valor se puede ver
influido en cierto grado por la presencia de altas concentraciones de
polifenolesimprimiéndole un caracter de alimento nutracéutico. Michoacan cuenta con una

gran diversidad vegetal tanto silvestre como cultivada que ha sido poco explorada para la
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caracterizacion de fitoquimicos y su potencial nutracéutico, por ello se considera
Importante iniciar estudios que permitan identificar y caracterizar compuestos en frutos,
cuyo consumo incida en la salud para valorar su introduccion como fuentes de
antioxidantes. Estoayudara a crearopciones para el desarrollo de nuevos frutos y darles

valor agregado al reportarlos como alimentos nutracéuticos.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Obtener y caracterizar antocianinas y otros compuestos fendlicos de especies silvestres de
Rubus spp, Styrax ramireziiy una seleccion deVaccinium spp. colectadas en el estado de

Michoacan.

4.2 Objetivos especificos

Colectar y caracterizar morfolégicamente al menos dos especies silvestres con

pigmentos antocianicos, utilizadas por comunidades rurales para su consumo.

e Estandarizar los protocolos para la obtencién y aislamiento de polifenoles de
muestras vegetales silvestres y cultivadas.

e Cuantificar y caracterizar compuestos fendlicos por técnicas

cromatograficas,espectroscopicas y de espectrometria de masas.

e Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos de los frutos.

5. MATERIALES Y METODOS
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5.1 Materiales Vegetales

Para la localizacion de especies silvestres de Styrax ramirezii, yRubus spp. serecurrio a la
revision bibliografica, entrevistas con gente relacionada en el area, encargados de jardines
botanicos, productores y vendedores de frutillas en los principales mercados cercanos a las
areas boscosas. Lasvariedades no comerciales domesticadas de arandanoVaccinium spp. se
obtuvieron de una coleccién de plantas descendientes de los cultivares bluecrop y legacy
(V. corymbosum), obtenidas por polinizacion selectiva y germinacion de semillas,
pertenecientes al Dr. José Lopez Medina, fitomejorador de la Facultad de Agrobiologia de
la Universidad Michoacana de san Nicolds de Hidalgo. Frutos de zarzamora comercial
cultivar Tupy, se compraron en un supermercado local.

Para la ubicacion se tomaron datos georreferenciales del lugar de colecta y para la
descripcion morfologica se revisaron las principales caracteristicas fisicas de la planta.Una
especiesilvestre nombrada SNG (Sefialadero Negra Grande) identificada como R.
cymosus,y otra morfo especie denominada SRM (Sefialadero Roja Mediana) se ubican en la
comunidad de Sefialadero municipio de Hidalgo Michoacan. Otra morfo especie de Rubus
denominada RC (Roja Canoas), al igual que las plantas de Vaccinium spp. (Las plantas
corresponden a los individuos 810 y 811),se ubican en el rancho Las Canoas municipio de
Acuitzio, Michoacan.

Los frutos de S. ramirezii se colectaron durante la primavera de 2012; los frutos de SNG vy
SRM durante los veranos de 2011 y 2012, los frutos de RC durante el verano de 2012 y
los frutos de Vaccinium spp. secolectaron durante el verano de 2011.Todos los frutos se
colectaron en estado de madurez completa. La colecta y transporte de los materiales hasta
el laboratorio se realiz6 utilizando recipientes térmicos refrigerados para evitar la
deshidrataciéon y cambios en sus propiedades. Una vez en el laboratorio, los frutos enteros
de todos los tipos de Rubusspp., deS. ramirezii, asi como frutos enteros de Vacciniumspp.
(Las muestras se identificaron como 810w y 811w) y epicarpio separado del fruto (las
muestras se identificaron como 810p y 811p), se congelaron con nitrégeno, se liofilizarony
una vez completamente deshidratados, se retiraron las semillas de los frutos de Styrax y
todas las muestras se molieron finamente, se envasaronprotegidas de la luz y

sealmacenaron a -20 °C hasta su uso.
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5.2 Reactivos

Solventes de grado LC-MS; Metanol, acetonitrilo y &cido férmico, se compraron de
Honeywell B&J VWR International (Suwanee, GA, USA). Solventes de grado HPLC;
Metanol, y éacido trifluoroacético (TFA) fueron de Fisher Scientific (Fairlawn, NJ, USA),
acido acético de J.T. Baker VWR International (Suwanee, GA, USA), acido férmico de
Macron Chemicals (Netherland). Compuestos de grado reactivo; Etanol de Fisher
Scientific USA, reactivo de Folin-Ciocalteau, 4-Dimetilaminocinamaldehido (reactivo
DMAC), &cido gélico, &cido clorhidrico, cloruro de potasio, acetato de sodio, hidroxido de
sodio, nitrito de sodio, cloruro de aluminio, estdndares de catequina, epicatequina,acido
clorogénico, acido galico, acido elagico y DPPH fueron de Sigma Aldrich (St Louis, MO,
USA),trolox de Aldrich Chemistry (Switzerland). Estandares de antocianinas; Cianidina-3-
glucosida (Cian-3-Glu) y cianidina-3-sambubidsida (Cian-3-Samb) de Polyphenols
(Sandnes, Noruega). Estandares de procianidinas; Procianidinas Al, A2, B1 & B2 de
Chromadex (Irvine, CA, USA). Agua ultrapura de Mili-Q (Billerica, MA. USA).

5.3 Obtencion de extractos polifendlicos

El proceso de extraccion para obtencion de extractos crudos (EC), se hizo de acuerdo al

diagrama de flujo mostrado en la Figura 17.

Extraccion de

Agitacién Imin

Centrifugacidn

Filtracion del

Muestra liofili- polifenoles con .| a3000pmy 10 min a 4000 | EC cou filro de
zada metanol al 50 % 7| uliwasonido 10 pm "l teflénde 2 um
min

Figura 17. Diagrama de flujo del proceso de obtencion de extracto crudo(EC).

Para la obtencién de los ECutilizados en la cuantificacion de polifenoles totales,
antocianinas totales, proantocianidinas, flavonoides totales y actividad antioxidante, de
todas las muestras e identificacion por LC-MS de polifenoles de ardndano,se mezclaron por
separado,5 mg de pulpa liofilizada de mamuyo, fruto entero liofilizado de zarzamoras y

arandano, y epicarpio de arandano,con 1 mL de metanol al 50 %, cada mezcla se agiten
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vortex por 3 minutos a 3000 rpm, enseguida se colocaron en un bafio ultrasonico por 15
minutos y se centrifugaron por 10 min a 4000 rpm. El sobrenadante (EC) se colecto vy filtro
usando filtro de teflon (PTFE) de 2 um, el extracto crudo se almaceno a -20 °C hasta su
analisis.

El proceso de extraccion y obtencidn de extractos post amberlita (EPA),ricos en polifenoles
para el analisis de identificacion por LC-MS-TOF y fracciones para analisis de LC-MS"-IT-

TOF, se hizo siguiendo el proceso mostrado en el diagrama de flujo de la figura 18.
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Figura 18. Proceso de obtencion de EPA y fracciones para analisis de identificacién.

Para la obtencion de extractos ricos en polifenoles, 10 g de cada muestra (pulpa liofilizada
de mamuyo asi como de fruto entero liofilizado de cada tipo de zarzamora), se mezclaron
por separado con 100 mL de metanol [80 % (2% v/v TFA)], se colocaron en bafio
ultrasénico por 10 min y se centrifugaron 10 min a 4000 rpm los sobrenadantes se
colectaron y cada residuo se extrajo dos veces mas de la misma manera, enseguida los
sobrenadantes se combinaron, se filtraron con papel filtro #1y el metanol se evapord en

evaporador rotatorio (T < 40 °C). La fase acuosa se cargo en una columna con amberlita
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XAD-7 previamente equilibrada con agua acidificada (2 % v/v ATF), se lavo con agua
acidificada y los polifenoles se eluyeron con 500 mL de metanol puro. Enseguida el
metanol se evapord a baja temperatura (T < 40 °C) para obtener los EPAricos en
polifenoles.

Para el analisis de identificacion de polifenoles de mamuyo porLC-MS"™IT-TOF, la fase
acuosa del EPA de mamuyo se paso a una columna cromatografica con sefadex LH-20 y se
fracciono primero usando metanol [80 % (0.5 % v/v &cido acético)], obteniendo 8
fracciones (ricas en antocianinas), enseguida se uso una mezcla de 70% acetona 30% agua

como solvente para eluir la fraccidn rica en procianidinas.
5.4 Cuantificacion de antocianinas por HPLC

El andlisis de todas las muestras se realiz6 en un equipo Agilent Technologies 1200 series
HPLC, usando una columna de fase reversa Zorbax Eclipse XDB-C18 de 4.6 x 250 mm, 5
pum, USA. La fase movil fue 5 % de acido férmico en agua (solvente A) y 100 % metanol
(solvente B). El flujo fue de 1 mL / min en gradiente de 90, 85,80, 75, 70, 40 y 90 % de
solvente A por 5, 10, 5, 5, 20, 5 y 10 minutos respectivamente. La temperatura de la
columna fue de 30 °C, las mediciones se hicieron por triplicado. Diluciones de cian-3-glu a
concentraciones de 0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25 y 0.5 mg / mL se utilizaron para construir
una curva estandar obteniéndose una R® = 0.9996, los valores se reportan como mg Cian-3-

Glueqg./gm.s.
5.5 Analisis de polifenoles totales

La concentracion de polifenoles totales de los EC de todas las muestras se midié como
miligramos de 4cido galico equivalente por gramo de materia seca (mg AGE x g* M.S.),
usando una modificacion a la metodologia reportada por Ainsworth y Gillespie (2007).
Para lo cual, alicuotas de 0.5 mL del extracto crudo se diluyeron con 4 mL de agua y se
mezclaron con 0.5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteau, enseguida se adicionaron y
mezclaron completamente 5 mL de una solucion de carbonato de sodio 0.5 M y 2.5 mL de

agua. Despues de dos horas de incubacion en oscuridad se midio la absorbancia a 765 nm

42



en un espectrofotdmetro Shimadzu UV-2450/UV-Visible. Los valores de concentracion se
obtuvieron comparando contra una curva estandar de &cido galico construida con diluciones
de 50, 100, 250 y 500 mg / L (R?= 0.9999) las mediciones se hicieron por triplicado.

5.6 Cuantificacion de proantocianidinas

Las proantocianidinas de mamuyo y zarzamora se cuantificaron siguiendo la metodologia
reportada por Wallace y Giusti (2010),para lo cual, alicuotas de 63 pL de los EC y del
estdndar se mezclaron por separado consolucion al 0.1% de reactivo DMAC. La
absorbancia se midio después de 30 minutos a 640 nm y los valores se compararon con una
curva estandar construida con diluciones del estdndar de 100, 50, 25, 12.5 y 6.25ug/L,
obteniendo unaR®=0.973.Los resultados se reportan como mg de procianidina A por gramo

de matéria seca (mg PAC/g m.s.).

5.7 Cuantificacion de flavonoides totales

Los flavonoides totales de las muestras de mamuyo se midieron usando una modificacion
de la metodologia reportada por Dae-Ok y col. (2003). Brevemente, 0.6 mL de extracto
crudo se diluy6 con 2.4 mL de metanol al 50 % para hacer tres alicuotas de 1mL. Cada
alicuota o estandar (diluciones de 20, 40, 60, 80 y 100 mg / L de catequina) se mezclocon 4
mL de agua en un matraz volumétrico de 10 mL. Enseguida, fueron adicionados 0.3 mL de
solucidn de nitrito de sodio (NaNO,) al 5%. Después de 5 minutos, se adicionaron 0.3 mL
de tricloruro de aluminio (AICI3). Un minuto después, se agregaron 2 mL de solucién 1 M
de hidroxido de sodio e inmediatamente se diluy6 la mezcla hasta el volumen de 10 mL.La
absorbancia se midi6 a 510 nm por triplicado. Se construy0 una curva estandar con
diluciones de catequina (R? = 0.9996), los valores se reportan como mg CatE (catequina

equivalente) / g m.s.).

5.8 Medicion de la capacidad antioxidantepor DPPH
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La capacidad antioxidante se midié6 como miligramos de Trolox equivalente por gramo de
muestra seca (mg TE / g m.s.), usando una modificacion a la metodologia reportada por
Brand-Williams y col. (1995). Para lo cual, alicuotas del EC de cada muestra se mezclaron
con 0.08 M de solucion de DPPH en metanol al 80%, midiéndose la absorbancia a 515 nm
después de tres horas en oscuridad, los resultados se obtuvieron con una curva estandar
construida con diluciones de 100, 200, 300, 400 y 500 pmol de Trélox diluidos en etanol al
95%.

5.91dentificacion y cuantificacion de compuestos por espectrometria de masas LC-
MS-TOF

Cromatografia liquida acoplada a un espectrémetro de masas con tiempo de vuelo 6220
Accurate-Mass-TOF LC/MS Agilent Technologies, se emple6 para el andlisis de
identificacion de antocianinas en los EC de las muestras de arandano y en los EPA de las
muestras de zarzamora, asi como para la cuantificacion e identificacion de taninos
hidrolizables en los EPA de las muestras de zarzamoras. El sistema esta equipado con un
HPLC Agilent Technologies 1200 Series, en la separacion se empled una columna Zorbax
XDB-C18 de fase reversa, 4.6 x 250 mm, 5 um, EUA. La fase mdvil consistio de 5 %
acetonitrilo en agua (solvente A) y acetonitrilo, agua, acido férmico 95-5-1 % (solvente B)
el flujo fue de 0.4 mL x min™ en gradiente de 0, 30, 60, 90, 0 y 0% del solvente B a los 0,
30, 45, 50, 51 y 60 min respectivamente. La temperatura del gas fue de 350 °C con un flujo
de 10 L x min™. La concentracion de tanninos hidrolizables se calculé como mg
equivalentes de &cido elagico por gramo de materia seca (mg EAE/ gm.s.) de manera

cualitativa por comparacion con estandar de acido elagico.

5.10 Andlisis de identificacion cualitativa de proantocianidinas en muestras de

mamuyo por HPLC.
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El analisis se realizd en fase normal usando un equipo de HPLC Agilent Technolgies 1200
series. Se utiliz6 una columna Devosil diol (Phenomenex, Torrance, CA) de 250 mm x 4.6
mm d. i., 5 um. La fase movil consistio de 2% &cido acético en acetonitrilo (solvente A) y
metanol, agua, &cido acético (95, 3, 2 %). Soluciones estandar de proantocianidinas Al, A2,

B1, B2, catequina y epicatequina se co-inyectaron para la identificacion cualitativa.
5.11 Identificacién de compuestos por espectrometria de masas LCMS"-IT-TOF

Para la identificacion de compuestos fendlicos en las fracciones de mamuyo, se utilizé un
equipo de espectrometria de masas con ionizacion por electrospray, trampa de iones y
tiempo de vuelo (Zhimadzu Scientific Instruments, Columbia, MD). El sistema de LCMS-
IT-TOF es un espectrometro de masas en tandem disefiado para alta precision en andlisis de
LC-MS". Esta equipado con un sistema de UHPLC Prominence (automuestreador SIL-20A
HT, sistema de bombeoLC-20AD, detector de arreglo de diodos SDP-M20A). La
separacion en se realizé utilizando una columna Shim-Pack XR-ODA (3 mm d.i. X 75 mm,
2.2 um; Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, MD). El flujo fue de 0.35 mL / min, la
temperatura de la columna fue de 40 °C, la fase mdvilconsistio de 0.1 % de acido férmico
en agua (solvente A) y 0.1 % de &cido férmico en metanol (solvente B) en gradiente de 5,
8, 14,14, 25, 85, 5 y 5% de solvente B a 0, 5, 10, 15, 20, 25, 35 y 40 minutos
respectivamente. La ionizacion por electrospray se operda temperatura del CDL de 200.1
°C, temperatura del block de 200°C, voltaje del CDL de 17 eV, flujo del gas (N,) 1.5 mL /

min.
5.12 Anélisis estadistico

El analisis de varianza y comparacion de medias por el método de diferencia minima
significativa (LSD), para la concentracion de antocianinas en las muestras de zarzamora se

realizé con el programa SAS a un nivel =0.05.

6. RESULTADOS Y DISCUSION
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6.1 Ubicacion de especies y descripcion de morfoespecies silvestres

Rzedowsky y Calderon (2005), mencionan la existencia de 9 especies silvestres de Rubus
en Michoacan, sefalando la dificultad para la circunscripcion de especies. Carranza
(1993)y Fritsch (1997) identificaron a Styrax ramirezii en Michoacan. En este trabajo se
localizaron 3 morfoespecies de Rubus y una Styracaceae,la ubicacion de plantas de
zarzamora SNG y SRM, se realiz6 en la comunidad de Sefialadero municipio de Hidalgo
Michoacan, y la planta de RC en el municipio de Acuitzio Michoacan (la ubicacion
geografica se muestra en el Cuadro 6).

A partir de las muestras de plantas llevadas al Instituto de Ecologia A.C. en Pétcuaro,se
identifico a SNG como Rubus cymosus por el botanico Dr. Sergio Zamudio Ruiz y se
corrobord la identidad de las muestra de Styrax ramireziicon las muestras del herbario.La
morfoespecie SRMno se identificO y presenta como caracteristicas principales: Tallo
principal glabro, arqueado-postrado, forma de la seccion transversal circular, con espinas
rectas e inclinadas, hojas compuestas trifoliadas o pentafoliadas, forma del foliolo
ovado,inflorescencia en corimbos, fruto rojo oscuro en la madurez, forma cénica a
ovoide.Por su parte, el tercer material (RC) tampoco se logro identificar pero por sus razgos
morfoldgicos se puede considerar como una especie afin aRubus humistratus,presentando
como caracteristicas principales: Tallo principal arqueado-postrado, glabro de corteza
rojiza, seccion transversal circular, espinas curvas algunas veces pigmentadas, sobre todo
las cercanasa la base del tallo principal, hojas trifoliadas y rara vez pentafoliadas, forma del
foliolo ovado, inflorescencia en corimbos con pocas flores de pétalos blancos elipticos,

frutos de forma subcdnica a hemiesférica de color rojo oscuro en la madurez.

Cuadro 6. Georreferencias de los sitios de ubicacion de especies y morfoespecies de plantas silvestres.

Styraxr. SNG SRM RC
Sitio Sefaladero Sefialadero Sefialadero Las Canoas
Municipio Hidalgo Hidalgo Hidalgo Acuitzio del canje
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A.S.N.M. 2519 m 2569 m 2551 m 2584 m
Coordenadas  N19°36721" N 19°36'35.2” N 19°36'34.1" N 19°30°11.8”
W100°38'33.7° W 100°3824.6° W 100°3823.1° W 101°1521.8"

La identificacion de especies silvestres de Rubus presenta un alto grado de complejidad ya
que suelen ser muy variables aparentemente por su frecuente reproduccion apomictica e
hibridacion (Rzedowsky y Calderon, 2005),y a menudo se mezclan por estar compartiendo
la misma érea.

Las plantas de Rubus cymosus localizadas en la comunidad de sefialadero, son comunes y
presentan atractivas caracteristicas, particularmente el tamafio de sus frutos. Las plantas
SRM son escasas en el area pero producen una cantidad de frutos notoriamente superior a
SNG, su principal atractivo reside en el color rojo obscuro que presentan en estado de
madurez completa. Las plantas de RC se encuentraron en un area del bosque muy
segmentada por el cambio de uso de suelo, las plantas son comunes pero la extension del
area en que se encuentran es muy reducida (aproximadamente 1 Ha). Entre sus principales
caracteristicas se cuenta con que el fruto no es completamente negro al madurar si no que

presenta una coloracion rojo oscuro.

6.2 Obtencion de extractos polifendlicos

La extraccion de polifenoles y el grado de aislamientose hizo atendiendolas necesidades y
objetivos de los analisis. En este trabajo, se distinguen dos tipos de analisis realizados, los
de cuantificacién y los de identificacion.

Para la cuantificacion se siguieron principalmente métodos espectrofotométricos en los que
no interfieren los componentes diferentes a los polifenoles debido a la caracteristica que
tienende absorber radiaciones electromagnéticas enlongitudes de onda particulares (por
ejemplo las procianidinas absorben radiaciones del orden de los 280 nm), en estos casos los
EC fueron suficientes al hacer las mediciones.

El andlisis de cuantificacion por HPLC realizado para las antocianinas de todas las
muestras, se logré efectuar con los extractos crudos sin interferencia de otros
compuestosgracias a la selecciébn delos métodos, permitiendo teneruna excelente

resolucionde los cromatogramas(Figura 19). Es importante resaltar que ademas de las
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condiciones de operacion del equipo de HPLC, el uso de extractos crudos para la
cuantificacion, implica que al finalizar el proceso de extraccién, la concentracion de
polifenoles en los EC debera sera adecuada para la obtencion de los cromatogramas.

La cuantificacion de TH por LC-MS solo se hizo en zarzamoras ya que por reportes previos
se sabe que son ricas en estos compuestos, principalmente elagitaninos (Serrano, 2009;
Cuevas-Rodriguez, 2010), lo que no sucedecon los arandanos ni el mamuyo, ya que en
pruebas de LC-MS realizadas con el EC de estos frutos, no se identificaron posibles
moléculas correspondientes a TH en cantidades que ameritaran el mismo tipo de analisis
que el realizado para las zarzamoras.Sin embargo la cuantificacion de TH en zarzamoras
no pudo realizarse con HPLC-DAD simple, tal vez debido a la complejidad de las
moléculas (Lee y col., 2012), lo que dificulta su separaciény causa un enmascaramiento ya
que otros polifenoles absorben longitudes de onda similares, por tanto fue necesario
purificar los EC de zarzamora con Amberlita y confirmar por MS la presencia de TH

caracteristicos de zarzamoras.
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Figura 19. Cromatogramasa 520 nm de longitud de onda, muestran las antocianinas de
ECrepresentativos de los frutos y tejidos analizados; arandano 810p, mamuyo MAM y zarzamora
SNG.
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Por ultimo los extractos crudos, deben ser centrifugados el tiempo suficiente para separar
grandes compuestos como fibras y deben ser filtrados con un tamafio de poro que garantice
que no se obstruira la columna del equipo, es comudn el uso de microfiltros de teflén que
ademas evitan que los compuestos polifendlicos se adhieran a la membrana como en el caso
de la celulosa.

Para la identificacion se realizaron dos tipos de andlisis; a)Analisis cualitativo de
identificacion por HPLC con estandaresy b) Anélisis de espectrometria de masas. Para el
analisis cualitativo de identificacion puede no convenir el uso de extractos crudos ya que
los compuestos pueden co-eluir y formar un solo picoen el cromatogramalo que podria
originar una identificacion equivocada.Para lograr una imagen adecuada de los polifenoles
del extracto, se puede purificar y fraccionar,aun previo a la separacion por HPLC
lograndose una mejor resolucion. En la Figura 20 se aprecia la diferencia entre la
separacion lograda en el extracto crudo de mamuyo y en las fracciones obtenidas por

cromatografia de columna con Sefadex LH-20.
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especies de antocianinas logrado por la purificacién con amberlita y fraccionamiento con sefadex en
cromatografia de columna.

Para el andlisis de identificacion por espectrometria de masas, la seleccion entre un extracto
crudo y uno purificado, esté relacionado con la cantidad de diferentes compuestos presentes
en el extracto y/o el conocimiento que se tenga de la muestra.Se puede utilizar un extracto
crudo y confirmar las especies moleculares caracteristicasde la muestra, sin embargo la
corriente total de iones (TIC) podria contener una cantidad tan grande de compuestos
detectadosque sedificultaria establecer cuales son los principales,por tener masas
moleculares similares (Figura 21). En casode necesitarse una mejor resolucién, la
purificacion de polifenoles del EC es favorable para reducir la diversidad de moléculas.
Para los analisis de identificacion de compuestos polifenolicos en mamuyo, se opté por
emplear las muestras fraccionadas debido a que se no se contaba con ningin antecedente

sobre analisis de caracterizacién en estos frutos.
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Figura 21. Extracto del espectro de iones (ESI) del EC de mamuyo. La parte circulada muestra la
dificultad para establecer los principales compuestos debido a la similitud en sus masas moleculares.

6.3 Cuantificacion de antocianinas por HPLC

Los valores obtenidos para la concentracion de antocianinas en frutos de zarzamora, se

muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Valores de la concentracién de antocianinas en las diferentes muestras de zarzamoras.

Muestra SNG? SRMP RCC Tupy”
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Concentracion 3.44+0.01 10.02+0.34 11.90+ 0.03 12.26 £ 0.02
(mg Cian-3-Glu eq. /
gm.s.)

Superindices diferentes indican que las muestras tienen diferencia significativa a un nivela = 0.05

Los valores de la concentracion de antocianinas del resto de los frutos se muestran en el
Cuadro 8.Los niveles de antocianinas en las zarzamoras silvestres analizadas, resultaron

comparables a los reportados por diversos investigadores (Cuadro 9).

Cuadro 8. Valores de la concentracion de antocianinas en muestras de ardndano y mamuyo.

Muestra 810w 810p 811w 811p Mamuyo
Concentracion 23.71+0.14 90.62+1.67 1448+0.17 9154+1.73 1.21+0.01
(mg Cian-3-Glu

eq. /gm.s.)

La letra w en las muestras indica que trata de fruto entero, la letra p indica que se trata del epicarpio.

Cuadro 9. Valores del contenido de antocianinas reportados en muestras de zarzamoras silvestres.
Muestra Concentracion Referencia

mg Cian-3-Glu eq. /g m.s.

R adenotrichos 9.2 Cuevas-Rodriguez y col. 2010
R. adenotrichos 7.2 Mertz y col. 2007

R. adenotrichos 8.96 Acosta-Montoya y col. 2010
R. glaucus 8.8 Cuevas-Rodriguez y col. 2010
R. glaucus 10.1 Mertz y col. 2007

R. corifolius 8.7 Cuevas-Rodriguez y col. 2010

En arandanos, es sobresaliente el valor de antocianinas de los frutos de la muestra 810w;
ambos frutos tienen niveles similares a los de variedades comerciales. Yousef y col. (2013)
reportan un rango de valores de antocianinas totales de11.58a 24.08 mg Cian-3-glu eq. / g
m.s. para las frutos de V. corymbosumcultivares Lenoir, Legacy,Sampson, Arlen, O"Neal, y
Pamlico (Figura 22). La cantidad de antocianinas en el epicarpio de 810p es 3.8 veces
superior al contenido en el fruto entero y 6.3 veces superior a 811w. Para ambos casos el

contenido de antocianinasen el epicarpio, equivale a mas del 9% de su peso.
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Figura 22. Valores de antocianinas totales medidas en frutos integros de arandano 810 y 811,
comparados contra los reportados en reconocidas variedades comerciales en EUA.

El nivel de antocianinas en el mamuyo es bajo en comparacién con el de otros frutos
reconocidos por su alta concentracion de antocianinas y su perfil es simple (4 diferentes
tipos de antocianinas), sin embargo hasta donde se sabe este es el primer fruto de la
familiaStyracaceae del que se reporta la presencia de antocianinas.

6.4 Cuantificacion de polifenoles totales por Folin-Ciocalteau

Todos los frutos analizados registraron importantes niveles de polifenoles totales (la Figura
23 muestra los valores obtenidos).
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Figura 23. Valores de polifenoles totales medidos en las muestras analizadas.

Los frutos de mamuyo presentanniveles de polifenoles similar al de los arandanos y destaca
la morfoespecie de zarzamora RC por tener el valor de fendlicos totales mas elevado de
todas las muestras de frutos enteros.

Las zarzamoras estudiadas exhiben niveles de polifenoles comparables a otras especies
silvestres (Cuadro 10),valores reportados de polifenoles, medidos en frutos frescos de
algunas especies silvestres y comerciales de zarzamoras se muestran en el Cuadro 11. Los
valores obtenidos, asi como los reportados previamente muestran una alta variabilidad de la
que ya hanhecho menciénalgunos autores (Lee y col., 2012; Garzon y col., 2009), y que se
atribuye a la diferencia en las metodologias utilizadas para la obtencion, conservacion y
andlisis de la muestra,sin que haya una explicaciénconcluyente para loshechos, pero que

dificulta la comparacion de resultados.

Cuadro 10. Valores de polifenoles totales en zarzamoras silvestres.

Polifenoles totales Referencia
mg AGE /g m.s.

R. adenotrichos 25.50 Cuevas-Rodriguez y col., (2010a)
R. glaucus 23.60 Cuevas-Rodriguez y col., (2010a)
R. corifolius 19.20 Cuevas-Rodiguez y col., (2010a)
R. adenotrichos 42.50 Mertz y col., (2007)
R. glaucus 63.00 Mertz y col., (2007)
R adenotrichos 29.00 Acosta-Montoya y col., 2010
SNG (R. cymosus) 19.98
SRM 25.13
RC (R. afin humistratus) 42.40

Los arandanos 810 y 811, tienen niveles de polifenoles totales dentro del rango reportado
por diferentes autores, Rodarte y col. (2008);Kalt y col. (2003); Moyer y col. (2002),
evaluaron los polifenoles totales en frutos maduros de cultivares comerciales deV.
corymbosum, reportandopromedios de 33 mg AGE / g m.s.(cvs. Reka, Bluecrop, Puru y
Berkeley), 15.13 mg AGE / g m.s. (cvs. Brigitta, Bluegold y Nelson) y 29.9 mg AGE / ¢
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m.s.(cvs. Bluecrop, Brigitta, Duke, Rubel y Summit), respectivamente. Al comparar los
valores y cultivares, nuevamente hay una evidente variabilidad en los resultados debido
practicamente a las mismas situaciones que suceden con el anélisis de especies de Rubus,
por lo cual se dificulta hacer comparaciones y/o conjeturas acerca de los resultados. El
valor de polifenoles totales en el epicarpio dela muestra 810, es 2.7 veces superior al del
fruto entero y para la muestra de epicarpio de 811, su valor es 3.4 vecesmas alto que el
contenido en el fruto entero, estos valores son menores a los observados para la relacion
entre antocianinas en el epicarpio y el fruto entero (3.8 para 810 y 6.3 para 811), por lo que
se puede conjeturar que el mesocarpio del fruto contiene una cantidad significativamente
mayor de polifenoles diferentes a las antocianinas.

No existe un referente previo adecuado para comparar el nivel de polifenoles totales en
frutos de mamuyo, dado que este es el primer fruto comestible de Styracaceaeanalizado del
que se reportan compuestos fenolicos, sin embargo al compararlo con los frutos de
zarzamora y arandano andlizados en este trabajo y los reportados por otros autores,se
aprecia que su valor de polifenoles totales esta dentro de los rangos exhibidos por las
mencionadas frutillas, que en el caso de zarzamoras va de los 19 a los 63 mg AGE / g m.s.
y en arandanos de 15.13 a 35.6 mg AGE / g m.s.

Cuadro 11. Valores de polifenoles totales reportados en frutos frescos de zarzamoras silvestres y
comerciales.

Polifenoles totales Referencia
mg AGE /g m.f
R. glaucus 4.68 Vasco y col., 2009
R. glaucus 2.94 Garzon y col., 2009
Cherokee 4.07 Moyer y col., 2002
Marion 5.60 Moyer y col., 2002
Navaho 3.04 Moyer y col., 2002

Se ha reportado que la cantidad de polifenoles totales esta directamente relacionada con la
actividad antioxidante (Wang y Lin, 2000; Prior y col., 1998), considerando esto como
punto de partida para hacer una valoracion de las cualidades nutracéuticas de los frutos
analizados, los resultados arrojan las primeras luces sobrela posibilidad de conseguir un

efecto positivo en la salud al consumirlos.Diversos estudios demuestran que las moras de
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Rubus y Vacciniumson ricas en compuestos fendlicos, por esta razon han sido y siguen
siendo objeto de multiples andlisis de caracterizacion de sus compuestos y actividad
bioldgica, logrdndose que a través de estos elementos de juicio, se les resalte como
importantes frutos con capacidad de proteger y mejorar la salud humana (Paredes-Lopez y
col., 2010; Seeram, 2008; Lila 2007), motivando al andlisis de especies silvestres y/o
domesticadasconla finalidad de encontrar ejemplarescon caracteristicas similareso
superiores a las ya conocidas. Al mismo tiempo, se han analizado nuevas
especies,buscando ampliar las posibilidades de obtener alimentos que continlen
contribuyendo a la mejora de la salud humana y que sean al mismo tiempo, agradables para
su consumo. Los resultados obtenidos hasta ahora, ayudan a orientar el manejo de las
especies estudiadas como fuente de nuevas frutillas con aceptables niveles de polifenoles.

6.5. Cuantificacion de proantocianidinas por DMAC

Los resultados de la cuantificaciébn de proantocianidinas en zarzamora y mamuyose

muestran en el Cuadro 12.Sobresalen los valores de las muestras de mamuyo y frutos de

zarzamora RC.

Cuadro 12. Contenido de proantocianidinas en muestras de zarzamora y mamuyo.

SRM SNG Tupy RC Mamuyo
Valor promedio 1.2 1.5 2.5 2.8 4.8
mg PAC /g m.s.
Desv. Std. 0.4 0.3 0.6 0.3 0.6

Analisis previos de proantocianidinas en frutos de zarzamoras revelaron que contienen
cantidades importantes de estos compuestos (Cuevas-Rodriguez y col., 2010). En el
presente trabajo, el rango medido de valores para proantocianidinas en muestras de
zarzamoras va de 1.2 - 2.8 con promedio de 2 mg PAC / g m.s. lo que implica que
laconcentracion de proantocianidinas en la muestra RC estd un 40 % por encima del
promedio para zarzamoras.El promedio para todas las muestras resulto de 2.56 mg PAC /g

m.s. por lo cualal comparar el contenido de proantocianidinas en mamuyo, Su
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concentracionresulta 87% mayor que el promedio y es 1.7 veces mas alto que el de la
muestra RC.Wang y col. (2011), en una investigacion en frutas que incluia ardndano rojo
(cranberry), fresa, ardndano (blueberry) y zarzamoras entre otras, cuantificaron el contenido
de proantocianidinas por el método de DMAC (los resultados se aprecian en la Figura 24),
reportando concentraciones en un rango entre los 36.3 - 75.9con promedio de 56.98 mg
PAC / g m.s.yal analizarlos, muestran que los frutos de zarzamora tuvieron nivel de
concentracion de proantocianidinas 0.35 veces menor que el promedio.

Considerando estos resultados, se aprecia que el mamuyo tiene valores de concentracion de
proantocianidinas superiores a los de frutillas altamente apreciadas como fuente de

estosantioxidantes, lo cual fortalece su posicion como fruta con cualidades nutracéuticas.
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Figura 24. Comparacién de los niveles de proantocianidinas medidos en diferentes frutillas (modificado
de Wang y col., 2011).

6.6 Flavonoides totales

El nivel de flavonoides totales en la muestra de mamuyo resulto de 1.12 mg CatkE / g
m.s.confirmando la presencia de flavonoides monémeros diferentes a las antocianinas. Los
valores reportados para frutos frescos varian entre especies, en el cuadro 13 se muestran

reportes de flavonoides totales para diferentes frutos.
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Cuadro 13. Valores de flavonoides totalesreportados para diversos frutos frescos

Concentracion Referencia

(mg CatE / g masa fresca.)
Manzana (Malus spp. cv.Gala) 0.62 Dae-Ok y col., 2003
Zarzamora (Rubus spp.) 0.55 Marinova y col., 2005
Ciruela (Prunus domestica cv. 2.15 Dae-Ok y col., 2003
French Damson)
Arandano (V. myrtilus) 0.19 Marinova y col., 2005
Frambuesa (Rubus spp. cv. 0.10 Liu y col., 2002
Heritage)

6.7 Capacidad antioxidante por DPPH

La capacidad antioxidante de todas las muestras anélizadas se presentan en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Valores de capacidad antioxidante de todas las muestras en pM TE / g m.s.

SNG SRM RC Tupy Mamuyo 810w 8llw 810p 810w

187.8 2052 243.2 1684 114.1 126.5 7511 213.7 213.7
Desv. 0.7 2.3 0.9 5.4 6.2 135 41 0.8 0.5
Std.

Entre las muestras de zarzamora el promedio del valor de la actividad antioxidante es de
201.15 uM TE / g m.s., sobresalen los valores de las morfoespecies RCcomo el mas
alto,siendo un 20% mayor al promedio (Figura 25) y Tupy como el mas bajo (16% menor
al promedio).En los andlisis realizados, Tupy presentd el valor de antocianinas mas alto y
los segundosmas altos para polifenoles totales y proantocianidinas, sin embargo Cuevas-
Rodriguez y col., (2010a), en pruebas de capacidad antioxidante con zarzamoras silvestres
(incluyendo el cultivar Tupy) obtuvieron resultados para la capacidad antioxidante en un
rango de 169.9 a 361.9 uM TE / g m.s., presentando Tupy el valor mas bajo.
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Figura 25. Capacidad antioxidante de las muestras anélizadas de zarzamora medida por DPPH.

La relacion entre las capacidades antioxidantes de frutos diferentes se ha utilizado como
factor comparativo (Ozgen y col., 2006),al comparar la capacidad antioxidante de los frutos
utilizando las zarzamoras RC como referente, se obtuvieron los datos del Cuadro 15

Cuadro 15. Relacion entre la capacidad antioxidante de la zarzamora RC comparada contra el resto de
las muestras andlizadas.

RC SRM SNG Tupy Mamuyo 810w 811w 810p 811w

1 1.3 1.18 1.44 2.13 1.92 3.24 1.14 1.14

El valor de la relacion entre las capacidades antioxidantes, contribuye a reafirmar a RC
como la muestra con el mayor potencial antioxidante entre los frutos analizados.

Diversos autores atribuyen la alta capacidad antioxidante de zarzamoras a la cantidad y
perfil de antocianinas (Kaume y col. 2011; Cuevas-Rodriguez y col., 2010a;Mudnic y col.,
2011; Ding y col., 2006), por tanto es probable que el perfil exhibido por las muestras de
zarzamora (Figura 26), tenga influencia en el valor de su capacidad antioxidante pues se ha

visto que los compuestos polifendlicos pueden tener un efecto sinérgico.
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Figura 26. Cromatogramas de extractos crudos de las diferentes muestras de zarzamoras analizadas y
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Respecto al resto de las muestras, el valor de capacidad antioxidante del mamuyo (114.13
uM TE / g m.s.) es comparable con los valores obtenidos defrutos enteros de arandanos

analizados(Figura 27), siendo 10 % menor que la muestra 810w y 52 % mayor que 811w.
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Mamuyo 810w 811w

Figura 27 valores de capacidad antioxidante de las muestras de mamuyo y arandanos enteros.

Las actividad antioxidante se ha relacionado con diversos efectos sobre la salud humana,
Dai y col. (2009) analizaron la actividad anticancerigena de extractos polifendlicos de
diferentes cultivares de zarzamoras y relacionaron el nivel de capacidad antioxidante con la
citotoxicidad en células con cancer de colon (HT-29), pecho (MCF-7) y leucemia (HL-60)
encontrando mayor actividad en extractos con niveles mas altos de capacidad antioxidante.

Cuevas-Rodriguez y col. (2010a), realizaron estudios analizando el resultado del uso de
extractos ricos en polifenoles para inhibir la produccion celular de proinflamatorios
relacionados con diversas enfermedades como Alzheimer, enfermedades cardiacas, y
cancer, encontrando una correlacién positiva entre la capacidad antioxidante y la inhibicién
de la produccion de éxido nitrico (uno de los principales proinflamatorios implicados), Los
valores obtenidos de capacidad antioxidante para los diferentes frutos ubican a todas las
muestras entre frutos con alta capacidad antioxidante poseedores de caracteristicas

nutracéuticas.

6.8 Identificacion cualitativa de catequinas y procianidina B2 de mamuyo por HPLC-
DAD

Se identificaron cualitativamente la procianidina B2 y catequina utilizando estandares

comerciales, la Figura 28 muestra los cromatogramas de la fraccion de mamuyo rica en
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procianidinas, extraida con acetona.La presencia de estos compuestos fue corroborada

posteriormente por espectrometria de masas.

Mamuyo

3 Fraccidn acetona
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Figura 28. Cromatograma de HPLC en fase normal a 280 nm, de la fraccion de mamuyo rica en
procianidinas, extraida con acetona. 1)Catequina. 2) PAC B2.

6.9 Cuantificacion de taninos hidrolizables e identificacion de polifenoles de

zarzamoras y arandano por LC-MS-TOF.

Los TH de las muestras de zarzamora se cuantificaronde manera cualitativa (una sola
medicion comparada contra una concentracion del estandar comercial)con ayuda de LC-

MS, los resultados se muestran en el Cuadro 16.

Cuadro 16. Concentracion de taninos hidrolizables en muestras de zarzamoras cuantificada por LC-
MS.

Tupy SRM SNG RC
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Concentracion 4.8 55 6.4 15.2
mg EAE / g m.s.

Las especies de Rubus son ricas en compuestos fendlicos especialmente antocianinas y
taninos, sin embargo la cuantificacion e identificacion de taninos implica un reto por la
diversidad, tamafio y complejidad de sus estructuras (Cuevas-Rodriguez y col., 2010; Hager
y col., 2008). El uso de espectrometria de masas en la cuantificacion de taninosayudo para
identificar los limites entre antocianinas y taninos en la separacion de compuestos por
HPLC.Como se puede apreciar en la Figura 29, a los 520 nm el area del pico del
cromatograma corresponde a las antocianinas y va de los 15min hasta cerca de los 20 min,
en el caso del cromatograma a 280 nm no se podria precisar si los picos después de los 20
min corresponden a taninos, por lo cual se hizo necesario revisar los espectros (Figuras30 y
31) y una vez confirmada la presencia de taninos pudo considerarse la integracion de las
areas para el calculo de concentracion de TH, comparandola contra el area del
cromatogrdma de 4&cido eladgico a una concentracién conocida. En el caso de la
cuantificacion e identificacion de compuestos polfendlicos en zarzamoras, es favorable el
hecho de que diversos investigadores han realizado andlisis previos de los frutos de Rubus,
y esto ayuda a en cierta forma predecir los resultados y orientar la estrategia del andlisis.
Los anélisis de HPLC-DAD realizados previamente a las muestras revelaron la presencia de
tres principales especies de antocianinasen las zarzamoras silvestres (Figura 26)
identificadas en todas las muestras por LC-MS-TOF como cianidina-glucoésida, cianidina-
rutinésida y cianidina xilorutinésida (Figura 30a). Los polifenoles diferentes a antocianinas
identificados se presentan en el Cuadro 16.

1 2.7 Cromatogrma a 280 nm
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Figura 29. Cromatograma de extractos crudos de zarzamora RC obtenidos por LC-MS.

260 3

150 3

100 3

a) b)

Figura 30. Espectro y cromatograma del extracto de zarzamora RC. a) Espectro entre los 14 y los 21
min m/z (+) 100-2000 muestra la presencia principalmente de antocianinas. b) lIdentificacion de
antocianinas en el cromatograma a 520 nm; 1. Cian-Glucoésida; 2. Cian-Xilorutinésida; 3. Cian-
rutinosida.
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Figura 31. Espectro del extracto de zarzamora RC entre los 20 y 36 min muestra la presencia de
taninos.
Al igual que en el caso de las zarzamoras, los arandanos son un fruto extensamente
estudiado debido a su importancia econémica y la demostrada bioactividad de sus
compuestoslo cual facilitd proponer la identidad de las antocianinasLas muestras de
arandano fueron analizadas para identificar solamente sus antocianinas debido a que son el
compuesto polifendlico mas abundante en estos frutos.Teniendo como antecedente el
analisis de HPLC para cuantificacion de antocianinas totales (Figura 19), y que muestra al
menos 13 principales especies moleculares de antocianinas se logréproponer la
identificacion deonce de ellas(Figuras 32 y 33). En la identificacion cuando se presentaron
compuestos con igual relacion m/z como el caso de la Cian-glucosida y Cian-galactésida
(Figura 34), se compararon los espectros de absorcion para confirmar la existencia de
diferentes tipos de antocianinas con igual masa (Fig 34 a) y se analizaron los maximos de
absorcion para confirmar la estructura (las antocianinas tienen dos maximos de absorcion el
primero alrededor de los 280 nm y el segundo cercano a los 520 nm como se aprecia en la
Figura 34 b). Cuando se disponia del estandar, se utilizé6 como referencia para diferenciar el

tiempo de retencion o se recurrid a reportes previos.
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Figura 32. Espectro del extracto de ardndano 810p entre los 6 y 50 min muestra los principales
compuestos com m/z entre 400 y 500
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Fig 34. Cromatogramas y espectros de absorcién de muestra de arandano 810p analizada por LC-MS-
TOF. a) La imagen superior muestra el cromatograma decompuestos con valor m/z = 449;la imagen
inferior corresponde al estandar de Cian-Glucdsido. b) Espectros de absorcion a los 21 min y 25 min
muestran dos maximos de absorcion carateristicos de antocianinas.

6.10ldentificacion de compuestos fendlicos de mamuyo por espectrometria de masas
LC-MS"-IT-TOF.

Se analizaron todas las fracciones de la muestra de mamuyo, detectandose cuatro diferentes
tipos de antocianinas tentativamente identificadas como delfinidina glucosida, delfinidina
sambubi6sida, cianidina glucosida y cianidina sambubiosida, entre los compuestos
detectados se identificaron ademas procianidinas (A2 y B2), dimerosde epicatequina-
epigalocatequina, catequina y acido clorogénico los valores de la identificacion se muestran
en el Cuadro 16. La identificacion se realiz6 considerando los principales iones
provenientes tanto de MScomo de MS-MS lo cual permite tener informacion sobre la
estructura de la molécula(Figura 35), ademas del uso de estdndares comerciales y los
analisis previos de HPLC-DAD.

Las antocianinas identificadas en el mamuyo son comunes en moras de maqui (Aristotelia
chilensis) (Tanaka y col.,, 2013; Rojo y col.,, 2012), arandanos (Vaccinium spp.)
(Roopchand vy col., 2011; Grace y col., 2009), frambuesas (Rubus spp.) (Dosset y col.,
2011), zarzamoras (Rubus spp) (Cuevas-Rodriguez et al., 2010a), y flores de jamaica
(Hibiscus subdariffa) (Gurrola-Diaz, y col., 2010). Se han reportado diversas actividades
biolégicas para las antocianinas presentes en el mamuyo, Schreckinger y col. (2012),

usaron extractos de A.chilensis que contiene delfinidina-glucésida, delfinidina-
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sambubiodsida y cianidina sambubiosida para inhibir a-glicosidasa y a-amilasa como
agentes antidiabéticos, encontrando que la presencia de esas antocianinas fueron relevantes
para mejorar los sintomas de la diabetes. Xie y col. (2012), determinaron que la delfinidina
glucosida puede neutralizar los efectos del estrés oxidativo y apoptosis en celulas
endoteliales, previniendo lesiones ateroescleroticas. La cianidina-3-glucosido es una de las
antocianinas mas estudiadasy se le han comprobado efectos anti cancerigenos (Marckzylo y
col., 2009), anti obesidad (Tsuda y col., 2003) y anti diabetes (Guo y col., 2012). La
cianidina sambubiosida inhibe la produccién de oxido nitrico asociada con problemas
inflamatorios (Cheng y col., 2009).

Las proantocianidinas A y B, estan relacionadas con la inhibicion de diversos
microorganismos patégenos humanos. Extractos de ardndano rojo (Vaccinium
macrocarpon) inhibieron el crecimiento de hongos de Candida spp. (uno de los principales
microorganismos que cusan infecciones orales y de la piel) y Cryptococcus neoformans
(Patel y col., 2011). Las proantocianidinas también tienen actividad inhibitoria de adhesion
de bacterias (Grace y col.,, 2012) (lo cual es importante para prevenir enfermedades
causadas por bacterias patdgenas como Escherichia coli o Helicobacter pilori) efectos
cardiovasculares (anti ater6geno y anti inflamatorio) y efectos antiobesidad (De Pascual-
Teresa y col., 2010).El &cido clorogénico es un reconocido agente antioxidante y se ha
probado en ratas mostrando propiedades anticolesterolémicas, propiedades protectoras
contra ateroesclerosis, higado graso, problemas cardiacos (Wan y col. 2013), y puede
ejercer efectos neuroprotectores.
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Figura 35. Espectros de la fraccion 3 de mamuyo. A) Extracto del scan de la corriente de iones ESI,
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iones detectados para ese tiempo de retencion.
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Cuadro 16. Compuestos fendlicos identificados en muestras de todos los frutos analizados.

m/z
Tiempo Muestra / Modo | MS | MS/MS Referencia
retencion Compuesto tentativo
(min)
Arandano
Antocianinas
20.4 Delfinidina arabinosida + 435 3,4,9
21 Cianidina glucosida + | 449 Estandar comercial
22.6 Petunidina hexdsida + 479 3,4,9
23.9 Cianidina arabinosida + | 419 3,4,9
24.8 Peonidina hexdsida + | 463 3,4,9
25.1 Cianidina galactosida + | 449 3,4,9
25.9 Malvidina hexdsida + | 493 3,4,9
27.6 Delfinidina acetil glucésida + 507 3,4,9
28.5 Malvidina arabin6sida + | 463 3,4,9
31.4 Petunidina acetil glucosida + 521 3,4,9
34.5 Malvidina acetil hexosida + 535 3,4,9
Mamuyo
Antocianinas
12.6 Delfinidina glucésida + | 465 303 3,4,9
13.3 Delfinidina sambubidsida + 597 303 Estandar comercial
15.3 Cianidina glucosida + | 449 | 287 Estandar comercial
16.7 Cianidina sambubidsida + | 581 287 2,10
Proantocianidinas
3.4 Procianidina A2 - 575 449 1
4.8 Dimero epicatequina- + 593 425, 7,8
epigalocatequina 289
8.72 Procianidina B2 - 577 407 Estandar comercial
10.7 Catequina + 291 | 233 Estandar comercial
10 Acido clorogénico - 711 355 Estandar comercial
Zarzamoras
RC, SNG, SRM
15.2 Cianidina glucésida + | 449 Estandar comercial
15.9 Cianidina xilorutinésida + 727 5
16.7 Cianidina rutindsida + 595 6,11
Taninos hidrolizables
21.7 Isbmeros de + 785 11
pedunculangina
21.8 Sangiina H6 + 1889 6,11
24.3 Acido elagico + 303 Estandar comercial

1. Roopchand y col., 2011; 2. Abbasy col., 2010; 3. Borges y col., 2010; 4. Grace y col. 2009; 5. Garzon y
col., 2009; 6. Mertz y col., 2007; 7. Maatta y col., 2005; 8. Maatta y col., 2003; 9. Prior y col., 2001; 10.
Andersen y col., 1991; 11. Cuevas-Rodriguez y col., 2010. Los compuestos de ardndano y zarzamora se
identificaron por LC-MS-TOF, los de mamuyo por LC-MS"-IT-TOF; La identificacion de procianidina
B2 y epicatequina en mamuyo y Cian-3-Glu en zarzamoras se apoyo con HPLC-DAD.
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7. CONCLUSIONES

Se logré colectar e identificar muestras silvestres con potencial econémico;Zarzamoras

SNG (R. cymosus), RC (aff. R. humistratus) y mamuyo (S. ramirezii).

Se identificaron compuestos que hacen considerar a las especies silvestres analizadas como

frutos nutracéuticos.

Se establecio una metodologia para cuantificar taninos hidrolizables en muestras de Rubus

spp.

La capacidad antioxidante de las zarzamoras analizadas y mamuyo resaltan al comparase

con especies mejoradas.

Esté trabajo permitié evidenciar la importancia alimenticia del mamuyo como alimento rico

en polifenoles.

Los valores de polifenoles, perfil de antocianinas y capacidad antioxidante de la muestra de
zarzamora RC (R. afin humistratus), la sitdan en alto grado de importancia para continuar

con su analisis y estudios agrondmicos.
En este trabajo se resalta los niveles de deteccion de los compuestos por los equipos y
métodos utilizados, ya que en algunos casos se inové o modificé la metodologia

previamente reportada.

Hasta donde se tiene conocimiento, este es el primer reporte de analisis de fitoquimicos y

actividad bioldgica de las especies S. ramirezii, R. cymosus y R. afin humistratus.

Los niveles de polifenoles y capacidad antioxidante medidos en el mamuyo, lo situan como

un importante fruto con cualidades nutracéuticas que conviene continuar evaluando.
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